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1 Einleitung 
1.1 Epigenetik 
1.1.1 Einführung in die Epigenetik 
Die Tumorentstehung ist ein multimodaler Prozess, in dem genetische 
Veränderungen und epigenetische Modifikationen das Genexpressionsmuster 
einer Zelle variieren. Dies beinhaltet im maligne alterierten Zellstoffwechsel 
sowohl die Aktivierung der Transkription von Onkogenen, wie auch die 
Inhibition der Expression von Tumor-Suppressor-Genen. Während genetische 
Modifikationen, wie Mutationen, Deletionen oder Translokationen, irreversibel 
die Basenfolge der DNA verändern, vermag die Epigenetik hingegen die 
Transkription von Genen zu beeinflussen, ohne in die primäre DNA-Sequenz 
verändernd einzugreifen. Nach Knudsons two hit Hypothese erfordert die 
Geninaktiverung (beispielsweise eines Tumor-Suppressor-Gens) den 
kompletten Funktionsverlust beider Allele [Knudson, 2001], wobei sich 
genetische und epigenetische Mechanismen als hit gleichwertig gegenüber 
stehen. Die derzeit am Besten erforschten Mechanismen der Epigenetik stellen 
die DNA-Methylierung und die Histon-Modifikationen dar. Beide Mechanismen 
interagieren mit einer Vielzahl an Regulationsfaktoren, welche die 
Chromatinstruktur, sowie die transkriptionelle Aktivität der DNA beeinflussen. 
Die klinische Bedeutung der Analyse epigenetischer Veränderungen in 
Tumorzellen liegt in der Etablierung neuer diagnostischer und prognostischer 
Biomarker, sowie in der Erschließung neuer Therapieoptionen  
[Herman et al., 2003; Baylin et al., 2011]. 
1.1.2 Regulationsmechanismen in der Epigenetik 
1.1.2.1 Die DNA-Methylierung 
Die primäre DNA-Sequenz wird durch die Abfolge der Basen Adenin, Cytosin, 
Guanin und Thymin bestimmt. Eine Möglichkeit der Modifikation 
posttranslationaler DNA ist bei Säugern die Methylierung von Cytosinen 
innerhalb sogenannter CpG-Dinukleotide: hierbei werden ausschließlich 
Cytosine methyliert, an deren 5’ Ende die Base Guanin folgt  
[Herman et al., 2003]. Dabei katalysieren DNA-Methyltransferasen (DNMTs) die 
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Übertragung einer Methylgruppe von S-Adenosyl-Methionin (SAM) an die  
C5-Position des Cytosin-Pyrimidinringes [Galm et al., 2006].  
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Abbildung 1: Methylierung von Cytosin 
DNMTs katalysieren die Methylierung an der C5-Position des Cytosinrings. SAM wird als 
Donormolekül der Methylgruppe CH3 verwendet. DNMT: DNA-Methyltransferase;  
SAM: S-Adenosyl-Methionin. Abbildung modifiziert nach [Herman et al., 2003]. 
 
Methylierte CpG-Dinukleotide treten genomweit auf, jedoch unterliegt  
5-Methylcytosin der spontanen Deamination zu Thymidin, was im Laufe der 
Evolution insgesamt zu einem progressiven Verlust der CpG-Dinukleotide führt 
[Herman et al., 2003]. Bei ca. 50 % der menschlichen Gene finden sich 
dennoch CpG-reiche Regionen oder CpG-Inseln, die von 0,5 bis zu mehreren 
kB umfassen können und meist mit Promotorregionen assoziiert sind  
[Esteller, 2007]. Das Methylierungsmuster jener CpG-Inseln übt entscheidenden 
Einfluss auf die Genexpression der Zelle aus. Während die CpG-Inseln in 
Promotorregionen aktiver Gene physiologisch unmethyliert sind, bewirkt 
hingegen deren Methylierung die Inhibition der Gentranskription. Essentielle 
Mechanismen wie die monoallelische Expression durch genomisches Imprinting 
oder auch die Inaktivierung des maternalen X-Chromosoms werden hierdurch 
gewährleistet [Herman et al., 2003; Esteller, 2008]. Weiterhin werden CpG-
Dinukleotide im nicht-kodierenden DNA Bereich durch Methylierung 
epigenetisch inaktiviert und stabilisiert - die Sequenz wird somit vor der 
Expression von repetitiven Elementen, viralen Sequenzen oder Transposons 
geschützt [Herman et al., 2003]. 
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1.1.2.2 Der Histon-Code 
Die kovalente Histonmodifikation erweitert, wie die DNA-Methylierung, den 
Informationsgehalt der primären DNA-Sequenz. Der Histon-Code aus 
epigenetischen Veränderungen beeinflusst die Chromatinstruktur und somit den 
transkriptionellen „On-/Off-Status“. Euchromatin, welches in seiner Struktur 
aufgelockert und somit für Transkriptionsfaktoren leichter zugänglich ist, 
entspricht dem „On-Status“, kondensiertes Heterochromatin dem „Off-Status“ 
[Jenuwein et al., 2001]. Das Nukleosom bildet die Basiseinheit des Chromatins 
und besteht aus einem Oktamer von je zwei basischen Histonproteinen H2A, 
H2B, H3 und H4, um welche sich ein DNA-Abschnitt von 146 bp windet  
[Galm et al., 2006]. Der Bereich zwischen zwei Nukleosomen wird durch das  
„Linker-Histon“ H1 verbunden. Die Histone selbst bestehen aus einer 
globulären Domäne und einem modifizierbaren N-terminalen Histonschweif 
[Jenuwein et al., 2001]. Jene Modifikationen wie Acetylierung, Methylierung und 
Phosphorylierung bewirken unterschiedliche Effekte auf die Chromatinstruktur 
und damit auf z. B. die Gentranskription, die DNA-Reparatur oder die  
DNA-Replikation [Esteller, 2008]. Verantwortlich für die Histonmodifikationen 
sind Histonacetyltransferasen (HATs), Histondeacetylasen (HDACs) und 
Histonmethyltransferasen (HMTs); die Acetylierung von H3 und H4 durch HATs 
ist meist mit der Öffnung der Nukleosomstruktur und transkriptioneller 
Aktivierung assoziiert, während die Deacetylierung durch HDACs zu 
Chromatinkondensation und Repression der Transkription führt  
[Galm et al., 2006]. Die Auswirkung der Methylierung hingegen ist sowohl von 
der modifizierten Aminosäure, als auch von deren Position am Histonschwanz 
abhängig [Galm et al., 2006; Esteller, 2008]. So bewirkt z. B. die Methylierung 
von Lysin 4 an H3 durch HMTs transkriptionelle Aktivierung und von Lysin 9 
und 27 an H3 die Inaktivierung der Transkription mit der jeweiligen 
nachfolgenden Veränderung der Chromatinstruktur [Galm et al., 2006]. Im 
physiologischen wie auch im maligne alterierten Zellstoffwechsel verhalten sich 
DNA-Methylierung und Histonmodifikationen kongruent zum angestrebten 
Expressionsprofil der Zelle. 
1.1.2.3 Epigenetische Regulatorproteine und ihre Interaktion 
Das Methylierungsmuster der DNA wird in unterschiedlicher Weise durch 
Subgruppen von DNMTs generiert: DNMT1 zeigt eine erhöhte Affinität zu 
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hemimethylierten Substraten und ist daher vorwiegend der Aufrechterhaltung 
des Methylierungsstatus zuzuordnen, während DNMT 3a und DNMT 3b eine 
de novo Methylierung erzeugen können [Esteller, 2007]. Eine gegen- 
seitige Kompensation von Funktionsverlusten ist jedoch bei allen  
Enzymen möglich. Zudem wirken DNA-Methyltransferasen rekrutierend  
auf chromatinmodifizierende Enzyme wie HMT oder HDAC  
[Herman et al., 2003; Esteller, 2007]. 
In das Regulationsspektrum der methylierungsabhängigen Genexpression sind 
weitere Proteine involviert. Methyl-CpG-bindende Proteine (MBP), wie MBP 2, 
MBP 3, MBP 4 und MeCP 2 ermöglichen die Implementierung einer 
transkriptionell inaktiven Umgebung [Esteller, 2007]. Durch die Assoziation der 
Proteine an hypermethylierten Promotoren resultiert sowohl eine aktive 
Unterdrückung der Transkription (v. a. MeCP 2 und MBP 2), wie auch die 
Rekrutierung von HMTs, HDACs und weiterer corepressiver Faktoren  
[Baylin et al., 2000; Herman et al., 2003; Esteller, 2007]. Unmethylierte 
Promotoren hingegen weisen - mit Ausnahme von MBP 1 - einen Mangel an 
repressiven Faktoren auf und unterliegen keiner MBP-assoziierten 
Unterdrückung der Genexpression [Esteller, 2007]. 
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Abbildung 2: Epigenetische Transkriptionsregulation einer Promotorregion 
Normale Zelle: Innerhalb der Promotorregion transkriptionell aktiver Gene (schwarzer Pfeil) 
liegen die CpG-Dinukleotide im unmethylierten Zustand (weiße Kreise) vor. Die assoziierten 
Histonkomplexe weisen entsprechend an Histon H3 einen acteylierten und an Lysin 4 einen 
methylierten Modifikationsstatus auf (H, grün). Die chromosomale Region ist somit zugänglich 
für die Komponenten eines Transkriptionskomplexes, bestehend aus Transkriptionsfaktoren 
(TF), Coaktivatoren (CA) und Histonacetyltransferasen (HAT). Die flankierenden DNA-Regionen 
(Trennung gekennzeichnet durch rote Balken) sind transkriptionell inaktiv und enthalten 
innerhalb ihrer CpG-Dinukleotide methylierte Cytosine (schwarze Kreise). Die Histonkomplexe 
sind hier an Histon H3 deacetyliert und an Lysin 9 methyliert (H, rot). Weiterhin ist die 
Implementierung einer transkriptionell inaktiven Umgebung durch die Bindung von  
Methyl-CpG-bindender Proteine (MBP) und die Rekrutierung von Histondeacetylasen (HDAC) 
gekennzeichnet. Ein Deaktivierungskomplex, bestehend aus HDAC, DNA-Methyltransferasen 
(DNMT) und Corepressoren (CR) kann mit diesen Regionen interagieren, erhält jedoch keinen 
Zugang zur aktiven Promotorregion. 
Tumorzelle: Die aberrante Methylierung der Promotorregion führt durch Rekrutierung und 
Interaktion mit oben beschriebenen Komponenten des Deaktivierungskomplexes (MBP, HDAC, 
DNMT, CR) zur transkriptionellen Repression (rotes X). Der Transkriptionskomplex erhält hier 
keinen Zugang zur Promotorregion. Abbildung modifiziert nach [Herman et al., 2003]. 
 
Im physiologischen Zellmilieu existieren weiterhin stark regulierte microRNA 
(miRNA)-Moleküle, welche sowohl eine onkogene als auch eine Tumor-
Suppressor-Gen ähnliche Funktion ausüben können. Unter miRNA versteht 
man nicht-kodierende RNA-Stränge, welche sich am 3’ Ende untranslatierter 
mRNA anlagern und damit die Genexpression inhibieren können. In 
Tumorzellen kann ihre Downregulation durch Methylierung erfolgen, so dass 
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sich deren miRNA-Profile stark von denen gesunder Gewebe unterscheiden 
[Esteller, 2008]. 
Die Effekte der Epigenetik auf die Genexpression beruhen auf der Interaktion 
von DNA-Methylierung, kovalenten Histonmodifikationen und nukleosomalem 
Remodelling. Bei der Verlinkung dieser Prozesse spielen weiterhin, neben den 
genannten Enzymen wie DNMTs, MBPs, HDACs und HMTs, nukleosomale 
Remodelling Faktoren (NURFs) oder die Gruppe der Polycomb-Proteine eine 
entscheidende Rolle: als Beispiel sei hier der SWItch/Sucrose Non-Fermentable 
(SWI/SNF)-Chromatinremodelling-Complex erwähnt, welcher in Verbindung mit 
MeCP2 zur Geninaktivierung beiträgt, oder auch enhancer of zeste homolog 2 
(EZH2) als Polycomb-Protein, das in Assoziation mit DNMTs den 
Methylierungsstatus etabliert [Esteller, 2007; Jones et al., 2007]. 
 
DNA-Methylierung
Nukleosomales 
RemodellingHistonmodifikation
gene silencing
NURFs
DNMTs
HDACs
HMTs  
Abbildung 3: Interaktion epigenetischer Regulationsmechanismen 
DNMT: DNA-Methyltransferase; HDAC: Histondeacetylase; HMT: Histonmethyltransferase; 
NURF: Nukleosomaler Remodelling Faktor. Abbildung modifiziert nach [Jones et al., 2007]. 
 
1.1.3 Klinische Bedeutung der Epigenetik 
1.1.3.1 Epigenetische Veränderungen in Tumorzellen 
Tumorzellen zeichnen sich nicht nur durch genetische oder zytogenetische 
Veränderungen aus, sondern zeigen gegenüber ihren Subtypen, wie auch 
gegenüber gesunden Zellen, differenzierte epigenetische Profile. So ist das 
Genom maligner Zellen durch globale Hypomethylierung charakterisiert. Dies 
betrifft sowohl repetitive, genarme Sequenzen, wie auch die Introne kodierender 
Regionen und kann zu chromosomaler Instabilität, der Reaktivierung von 
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Transposons oder dem Verlust von genomischem Imprinting führen  
[Galm et al., 2006; Esteller, 2008]. In einigen Zellen kann auch die 
Demethylierung von Promotorregionen die Expression von Onkogenen 
ermöglichen, wie z. B. paired box gene 2 (PAX2), welches als 
Transkriptionsfaktor in die Zellproliferation eingreift [Esteller, 2008]. 
Ein fundamentaler Mechanismus der Tumorgenese ist weiterhin die 
Inaktivierung von Tumor-Suppressor-Genen durch Hypermethylierung. Zu den 
als erstes entdeckten betroffenen Tumor-Suppressor-Genen gehören 
beispielsweise das Retinoblastom-Tumor-Suppressor-Gen (RB), p16INK4a, 
MutL homolog 1, colon cancer, nonpolyposis type 2 (E. coli) (hMLH1) oder 
breast cancer 1, early-onset (BRCA1). Je nach Tumorentität und Stadium 
lassen sich unterschiedliche Muster von Hypermethylierung der CpG-Inseln am 
5’ Ende dieser Gene unterscheiden. Ihre Inaktivierung verändert die Regulation 
von Zellzyklus, Zellinteraktionen, DNA-Reparatur, Angiogenese und weiteren 
Kontroll-mechanismen und begünstigt die Entstehung maligner Zellen  
[Esteller, 2008].  
Auch genetische Veränderungen der DNA-Sequenz können durch 
Hypermethylierung induziert werden. Das Missmatch-Repair-Gen hMLH1 
unterliegt bei sporadischen Tumoren (Kolorektal-, Endometrium-, oder Magen-
Karzinomen) häufig der epigenetischen Inaktivierung. Als Folge des 
Funktionsverlustes führen Insertionen, Deletionen oder der Einbau von 
repetitiven Sequenzen zur Mikrosatelliteninstabilität. Umgekehrt kann der 
Methylierungsstatus der DNA genetisch reguliert werden. So wird in einigen 
Leukämien das Fusionsprotein promyelocytic leukemia (PML)/retinoic acid 
receptor alpha (RARα) exprimiert, welches die Rekrutierung von DNMTs und 
HDACs zu spezifischen Zielgenen bewirkt [Esteller, 2007]. 
Bezüglich der Histonmodifikationen sind allgemeine Deacetylierung und die 
bereits beschriebene Methylierung bestimmter Aminosäuren wesentliche 
Veränderungen in nahezu allen Tumorzellen. Auch das Expressionsmuster der 
histonmodifizierenden Enzyme ist dem entsprechend angepasst. Die DNA-
Methylierung scheint jedoch über die Histonmodifikationen zu dominieren 
[Esteller, 2008]. 
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Tabelle 1: Beispiele aberrant methylierter Gene in Signalwegen maligner Zellen 
Signalweg Gene 
Zellzyklus Kontrolle p15, p16, p57, p73 
Zellinvasion und -adhäsion E-cadherin, TIMP-2, TIMP-3 
Apoptoseregulation DAP kinase 1, caspase 8 
DNA-Reparatur O6-MGMT, hMLH1 
Reaktion auf Wachstumsfaktoren RARß2, SOCS-1 
 
DAP kinase 1: death-associated protein kinase 1; hMLH1: MutL homolog 1, colon cancer, 
nonpolyposis type 2 (E. coli); O6-MGMT: O6-Methylguanin-DNA-Methyltransferase; RARß2: 
retinoic acid receptor beta 2; SOCS-1: suppressor of cytokine signaling 1; TIMP-2: tissue 
inhibitor of metalloproteinase 2; TIMP-3: tissue inhibitor of metalloproteinase 3. Tabelle 
modifiziert nach [Herman et al., 2003]. 
 
1.1.3.2 Epigenetische Marker in Diagnostik und Prognose 
Molekulare Marker sind essentiell für die Detektion und Prognose von 
Krebserkrankungen. Die Hypermethylierung von Promotoren stellt ein 
allgemeines Phänomen in der Entwicklung von malignen Tumoren dar und 
bietet somit die Möglichkeit über ausgewählte Markerpanel deren Erkennung 
und Typisierung zu verbessern. Die Zuordnung eines konstanten 
Methylierungsprofils zu spezifischen Tumorarten und deren Stadien bietet 
gegenüber genetischer Diagnostik mit ihrer Vielzahl von Mutationen 
entscheidende Vorteile. Zudem weist DNA als Biomarker eine erheblich höhere 
Stabilität als RNA oder Proteine auf. In der Analyse erscheint methylierte DNA 
als positives Signal vor einem unmethylierten, negativen Hintergrund, während 
genetische Aberrationen die Wahrnehmung eines negativen Signals vor einem 
dominanten positiven Hintergrund erfordern. Trotz aller Vorteile bleibt derzeit 
die Frage nach der Erstellung von geeigneten Biomarkerpaneln, welche hohe 
Sensitivität und Spezifität zeigen und die Rolle der hypermethylierten Gene im 
Zellstoffwechsel berücksichtigen [Herman et al., 2003; Galm et al., 2006]. 
Im Zuge dessen kann die Hypermethylierung zusätzlich ein Indikator für den 
Verlauf von Krebserkrankungen sein. Die epigenetische Inaktivierung des 
Zellzyklusregulatorgens p15 geht beispielsweise mit einer schlechteren 
Prognose bezüglich Rezidiventwickung und Gesamtüberlebenszeit bei akuten 
Leukämien einher [Wong et al., 2000]. Die Prognoseeinschätzung anhand von 
Methylierungsprofilen bietet jedoch auch Möglichkeiten der 
Therapieoptimierung. In Studien zeigte sich bei Patienten mit diffusem  
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B-Zell-Lymphom eine Inaktivierung des DNA-Reparaturgens  
O6-Methylguanin-DNA-Methyltransferase (O6-MGMT), mit der Folge einer 
pathologischen Alkylierung von Guanin. Die Prognose der Patienten 
verbesserte sich deutlich durch Behandlung mit Alkylantien wie 
Cyclophosphamid [Galm et al., 2005; Esteller, 2008]. 
1.1.3.3 Epigenetische Therapieansätze 
Im Gegensatz zu genetischen Aberrationen sind epigenetische Modifikationen 
zwar auf Zellebene vererbbar, aber durch pharmakologische Intervention 
potentiell reversibel. Als vielversprechende Therapieansätze gelten bisher die 
induzierte Hypomethylierung durch sogenannte Azanucleoside und HDAC-
Inhibitoren [Plass et al., 2008]. 
1.1.3.3.1 Demethylierende Substanzen 
Die in den sechziger Jahren, zunächst als cytotoxisch wirkend, synthetisierten 
Azanukleoside 5-Azacytidin (AZA) und 5-Aza-2-Deoxycytidin (Decitabine, DAC) 
sind derzeit durch die US Food and Drug Administration (FDA) für die Therapie 
des Myelodysplastischen Syndroms (MDS) zugelassen [Plass et al., 2008]. Ihre 
Wirkung als demethylierende Substanzen beruht auf der Inkorporation als 
Cytosinanaloga in neu synthetisierte DNA [Egger et al., 2004]. Zusätzlich 
werden durch kovalente Bindung DNMTs irrversibel gehemmt. Im Laufe des 
Replikationsprozesses kommt es zum Verlust der Hypermethylierung und somit 
zur Reexpression der inaktivierten Gene. Die Azanucleoside zeigen ihre 
Wirkung in allen myeloiden Neoplasien. Nicht zuletzt wegen ihrer cytotoxischen 
Effekte sind jedoch weitere Studien bezüglich Dosis und Therapieschemata 
erforderlich [Plass et al., 2008]. In einer randomisierten Kontrollstudie der 
Cancer and Leukemia Group B (CALBG) wurden 191 Patienten mit MDS der 
Standardtherapie oder der Behandlung mit einer niedrigen Dosis AZA 
(75 mg/m² für 7 Tage/Monat) unterzogen. In der AZA-Gruppe zeigten sich 
signifikant höhere Antwortraten (37 % vs. 5 %), ein reduziertes 
Transformationsrisiko (15 % vs. 38 %, P=0.001), eine Verbesserung der 
Lebensqualität und eine höhere mittlere Überlebensrate (18 Monate vs. 
11 Monate, P=0.03) gegenüber der Standardtherapie [Silverman et al., 2002]. 
Positive klinische Effekte wurden durch Kantarjian et al. auch bezüglich der 
Decitabine-Therapie gegenüber Standardtherapie bei MDS-Patienten belegt. 
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Bei einer Gesamtantwortrate von 17 % zeigte sich beispielsweise bei 9 % der 
mit Decitabine therapierten Probanden eine komplette Remission gegenüber 
0 % bei der Standardtherapie (P<0.001) [Kantarjian et al., 2006]. 
1.1.3.3.2 HDAC-Inhibitoren  
HDAC-Inhibitoren werden aus einer Gruppe unterschiedlicher Substanzen 
gebildet und können in vitro Differenzierung, Zellzyklusarrest oder Apoptose 
induzieren [Esteller, 2008]. Durch Inhibition der Chromatindeacetylierung wird 
die Genreexpression zwar forciert, jedoch erreichen diese Pharmaka als 
Monotherapeutika nur eine begrenzte Effektivität [Plass et al., 2008]. In einer 
Phase 1 Studie wurden 41 MDS- und Leukämie-Patienten mit Vorinostat 
(Suberoylanilide hydroxamic acid, SAHA) behandelt. Nur 7 Patienten zeigten 
eine hämatopoetische Verbesserung, 2 wiesen eine komplette Remission auf 
[Garcia-Manero et al., 2008]. Gojo et al. konnten dennoch bei der Behandlung 
von 38 Leukämie-Patienten mit MS-275 eine erhöhte Acetylierungsrate von 
Histon H3 und H4, Reexpression von p21 und Caspase-3-Aktivierung 
nachweisen [Gojo et al., 2007]. Vorinostat ist derzeit von der FDA zur Therapie 
des kutanen T-Zell-Lymphoms zugelassen [Esteller, 2008]. 
1.1.3.3.3 Sequenzielle Therapie 
Basierend auf der physiologischen Kopplung von Methylierung und 
Histonmodifikation entwickelte sich das Konzept der Sequentiellen Therapie. 
1999 konnten Cameron et al. in vitro einen synergistischen Effekt der 
Kombination von demethylierenden Substanzen und HDAC-Inhibtioren auf die 
Reexpression von Genen in Krebszellen nachweisen. Hypermethylierte Gene 
(wie hMLH1, tissue inhibitor of metalloproteinases 3 [TIMP-3]), etc.) konnten bei 
der alleinigen Behandlung mit Trichostatin A (TSA) transkriptionell nicht 
reaktiviert werden, bei minimaler Demethylierung durch vorhergehende 
Inkubation mit Decitabine zeigte sich jedoch die Reexpression der involvierten 
Gene [Cameron et al., 1999]. Klinische Umsetzung fanden diese Erkenntnisse 
in einer von Gore et. al durchgeführten Studie, in der 29 Akute myeloische 
Leukämie (AML)- und MDS-Patienten mit AZA und Phenylbutyrat (PB) 
sequenziell therapiert wurden. Neben einer Gesamtansprechrate von 38 % 
wurden eine erhöhte RNA-Expression, die Promotordemethylierung von p15 
und die Induktion von H3-/H4-Acetylierung beobachtet. Somit konnte erstmals 
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ein möglicher Zusammenhang zwischen epigenetisch basierter Therapie, 
Genreexpression und klinischer Verbesserung aufgezeigt werden  
[Gore et al., 2006]. Bestätigung erhielten die Ergebnisse durch eine Phase 1/2 
Studie, in der eine Kombination aus Decitabine und Valproinsäure (VPA ist 
auch als HDAC-Inhibitor wirksam) an AML/MDS-Patienten verabreicht wurde. 
Es zeigten sich analoge epigenetische Veränderungen und eine komplette 
Remissionsrate von 19 % [Garcia-Manero et al., 2006]. 
Die durch epigenetisch wirksame Therapeutika verursachte Reexpression von 
Genen erfolgt allerdings unspezifisch: dies kann sich, zum Beispiel durch 
vermehrte Transkription von miRNA, positiv auf die Zellregulation auswirken, 
jedoch besteht auch die Möglichkeit der Aktivierung von Onkogenen und 
physiologisch inaktiven Regionen (genomisches Imprinting, X-Chromosom) 
[Herman et al., 2003; Esteller, 2008]. Als Konsequenz wird derzeit die Suche 
nach spezifischeren Mechanismen oder Substanzen forciert. Fabre et. al 
zeigten, dass DNMT- und HDAC-Inhibitoren in AML/MDS-Zelllinien, über eine 
Inhibition von nuclear factor 'kappa-light-chain-enhancer' of activated B-cells 
(NF-κB), Apoptose induzieren können [Fabre et al., 2008]. Eine gezielte 
Aktivierung des Tumor-Suppressor-Gens serpin peptidase inhibitor, clade B 
(ovalbumin), member 5 (MASPIN) erreichten Beltran et al.. Designte 
Transkriptionsfaktoren reagierten, mittels Zinkfinger-Proteinen, 
sequenzspezifisch für dessen Promotorregion und induzierten somit die 
Transkription. Dies führte zu reduziertem Tumorwachstum, einer verminderten 
Invasionsfähigkeit und Apoptoseinduktion [Beltran et al., 2007]. 
1.2 Akute myeloische Leukämie (AML) 
1.2.1 Definition 
Bei der AML handelt es sich um eine maligne heterogene klonale Erkrankung 
hämatopoetischer Progenitorzellen. Hierbei unterliegen myeloische 
Vorläuferzellen einerseits einem Differenzierungsblock und entgehen 
andererseits den Regulationsmechanismen einer kontrollierten Proliferation 
[Estey et al., 2006]. Die resultierende unkontrollierte Vermehrung von Blasten 
im Knochenmark führt zur hämatopoetischen Insuffizienz mit Granulozytopenie, 
Thrombozytopenie und Anämie und dem fakultativen Auftreten einer 
Leukozytose [Lowenberg et al., 1999].  
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1.2.2 Epidemiologie  
Die AML ist eine seltene Erkrankung, mit einer weltweiten Inzidenz von 
2,5 Neuerkrankungen/100000 im Jahr. Die höchsten Inzidenzen finden sich in 
den USA mit 3,4 Neuerkrankungen/100000, Australien und Westeuropa. Bei 
Krebserkrankungen liegt der Anteil der AML bei unter 3 %, unter den 
Leukämien jedoch stellt sie mit ca. 25 % bei Erwachsenen die häufigste Form 
dar. Die AML ist eine Erkrankung des höheren Lebensalters: das mittlere 
Erkrankungsalter liegt hier bei 65 Jahren. Zudem lässt sich eine steigende 
Inzidenz mit dem Alter beobachten - während unter 65 Jahren nur 
1,8 Neuerkrankungen/100000 auftreten, steigt der Wert in der Gruppe der über 
65jährigen auf 17/100000. Die Mortalitätsrate der AML ist mit 2,7/100000 im 
Vergleich zu anderen Leukämien relativ hoch, variiert aber nach Alter, 
Geschlecht und weiteren Prognosefaktoren. So liegt beispielsweise die 
Mortalität für 80-84 jährige bei 17,6/100000. Das 5-Jahres-Überleben betrug in 
den USA ca. 21 % [Deschler et al., 2006]. Männer sind im Verhältnis von 3:2 
häufiger betroffen als Frauen und haben eine etwas schlechtere Prognose 
[Estey et al., 2006]. 
1.2.3 Ätiologie 
Die Entwicklung einer AML ist mit verschiedenen Risikofaktoren assoziiert. 
Hierzu gehören Alter, hämatologische und genetisch bedingte 
Vorerkrankungen, die Exposition gegenüber physikalischen und chemischen 
Noxen, ionisierende Strahlung und bestimmte Chemotherapeutika.  
Nach der Ätiologie unterscheidet man die de novo AML, bei der keine 
spezifische Krankheitsursache nachzuweisen ist, von der sekundären AML. 
Auslöser einer sekundären AML können hämatologische Vorerkrankungen, wie 
MDS, die Myeloproliferativen Neoplasien (MPN), die Exposition gegenüber 
Radiotherapie oder leukämogen wirkenden Therapeutika sein  
[Deschler et al., 2006]. 10-15 % der AML Patienten entwickeln die Erkrankung 
in Folge einer zytotoxischen Chemotherapie. Eine therapieinduzierte AML tritt 
gehäuft 5-10 Jahre nach der Behandlung mit Alkylantien auf und ist durch 
Deletionen am langen Arm der Chromosomen 5 oder 7, bzw. deren 
Monosomien charakterisiert. Bei der Behandlung mit Topoisomerase-II-
Inhibitoren, wie Doxorubicin und Etoposid, besteht vor allem innerhalb der 
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ersten 5 Jahre nach Therapie ein erhöhtes Risiko für die Entwicklung einer AML 
[Estey et al., 2006]. 
 
Tabelle 2: Risikofaktoren der AML 
Risikofaktoren 
Chemotherapie 
 
 Alkylantien 
 Topoisomerase-II  
Inhibitoren 
 Anthracycline 
 Taxane 
Genetische Erkrankungen
 
 Down-Syndrom 
 Klinefelter-Syndrom 
 Patau-Syndrom 
 Ataxia telangiectasia 
 Neurofibromatose 
 Fanconi-Anämie 
 Li-Fraumeni-Syndrom Strahlenexposition  
 Therapeutische 
Bestrahlung 
 Andere 
Strahlenexposition 
Physikalische / 
chemische Noxen 
 
 Benzol 
 Pestizide 
 Zigarettenrauch 
 Herbizide 
 
Tabelle modifiziert nach [Deschler et al., 2006]. 
 
1.2.4 Klinische Symptomatik 
Das klinische Erscheinungsbild einer AML ist häufig unspezifisch und weist eine 
große Variabilität auf. Es können lediglich Allgemeinsymptome, wie Müdigkeit, 
Leistungsknick, Appetitlosigkeit oder Übelkeit bis hin zu einer manifesten  
B-Symptomatik mit Fieber, Gewichtsverlust und Nachtschweiß auftreten. Die 
klinische Symptomatik ist durch die Infiltration leukämischer Zellen in 
Knochenmark, Blut oder Organgewebe bedingt. Als Zeichen der resultierenden 
Knochenmarkinsuffizienz manifestieren sich Anämie, Granulozytopenie und 
Thrombozytopenie. In Folge der Anämie können Müdigkeit, Blässe, 
Tachykardie, Tachypnoe, Schwindel oder zentralnervöse Symptome auftreten. 
Die Granulozytopenie bedingt häufig schwere oder atypische Infektionen, wie 
zum Beispiel Tonsillitis, Pneumonie, Hautabszesse, Soor oder Sepsis. Als 
Ursache von Hämorrhagien gilt der Mangel an Thrombozyten: das Spektrum 
reicht hier von Schleimhautblutungen, Petechien, Hämatomen oder Epistaxis, 
bis hin zu Menorrhagien und lebensbedrohlichen Zuständen, wie 
gastrointestinale oder intrakranielle Blutungen. Infektionen und Blutungen 
gehören zu den häufigsten Todesursachen der AML. Bei einer extramedullären 
Manifestation der AML kommt es zur weiteren Ausbreitung leukämischer Zellen 
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in Organgewebe. Hierzu gehören Hautinfiltrationen, Gingivahyperplasie, 
granulozytäre Sarkome, Lymphadenopathie, Hepato- und Splenomegalie. In ca. 
10 % der Fälle disseminieren die Tumorzellen in den Subarachnoidalraum. 
Symptome der sogenannten Meningeosis leucaemica sind Kopfschmerzen, 
Nackensteifigkeit und Photophobie. Zu den Komplikationen der AML gehören 
weiterhin die Leukostase und das Tumorlyse-Syndrom. Das Bild der 
Leukostase ist, bei einer Hyperleukozytose von >100000/µl, von 
mikrovaskulären Okklusionen sowie der Endothelzellschädigung von Kapillaren 
geprägt. Die resultierende Verlegung der Endstromgebiete kann zur 
respiratorischen Insuffizienz, zerebralen Ausfallserscheinungen und 
Multiorganversagen führen. Als Tumorlyse-Syndrom bezeichnet man den 
raschen Zerfall von Tumorzellen (häufig im Rahmen einer Chemotherapie) und 
die damit einhergehende Stoffwechselentgleisung. Diese ist durch 
Hyperkaliämie, Hypokalzämie, Hyperurikämie, erhöhte Laktatdehydrogenase 
(LDH) und Hyperphosphatämie gekennzeichnet und kann zu akutem 
Nierenversagen führen [Lowenberg et al., 1999]. 
1.2.5 Diagnostik 
Die Diagnose der AML ergibt sich aus den klinischen Symptomen, dem Blutbild, 
sowie der Knochenmarkshistologie und -zytologie. Neben Thromobozytopenie, 
Anämie und Granulozytopenie können Laborparameter, wie die 
Blutkörperchensenkungsgeschwindigkeit (BSG), Harnsäure oder LDH erhöht 
sein. Die Leukozytenzahl ist nicht entscheidend für die Diagnose einer 
Leukämie – sie kann erhöht, normal oder erniedrigt sein. Im Differentialblutbild 
oder im Knochenmarkspunktat wird der Anteil der unreifen Blasten, sowie deren 
morphologische und zytochemische Merkmale bestimmt. Ergänzend tragen 
Zytogenetik, Immunphänotypisierung und eventuell molekulargenetische 
Untersuchungen zur Diagnostik bei. 
1.2.6 Klassifikation 
Die French-American-British (FAB)-Klassifikation unterscheidet innerhalb der 
AML elf Subtypen (M0-M7), welche die Abstammung der Blasten innerhalb der 
myeloiden Reihe und deren Differenzierungsgrad berücksichtigen. Die 
Beurteilung der Blasten basiert auf ihrem morphologischem Erscheinungsbild, 
sowie auf ihrer zytochemischen Reaktivität (Myeloperoxidase, Esterase) 
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[Lowenberg et al., 1999]. Zusätzlich wird für die Typisierung von M0 und M7 
eine Immunphänotypisierung hinzugezogen [Cheson et al., 2003]. Bei einem 
Blastenanteil im Knochenmark von >30 % gilt eine AML nach der  
FAB-Klassifikation als diagnostiziert [Estey et al., 2006]. 
 
Tabelle 3: FAB-Klassifikation der AML 
FAB-
Subtyp Bezeichnung Zytochemie Zytogenetik 
Häufigkeit
(%) 
M0 AML mit minimaler Differenzierung - 
inv(3q26) 
t(3;3) 3 % 
M1 AML ohne Ausreifung POX - 15-20 % 
M2 AML mit Ausreifung POX t(8;21) t(6;9) 25-30 % 
M3 
 
M3v 
Akute Promyelozten-
leukämie (APL) 
Mikrogranuläre APL 
POX 
t(15;17) 
t(11;17) 
t(5;17) 
5-10 % 
M4 Akute myelomonozytäre Leukämie 
POX 
Est 
11q23 
inv(3q26) 
t(3;3) 
t(6;9) 
20 % 
M4eo Akute myelomonozytäre Leukämie mit Eosinophilie 
POX 
Est 
inv(16) 
t(16;16) 5-10 % 
M5a 
 
M5b 
Akute Monoblasten-
leukämie 
Akute Monozytenleukämie 
Est 11q23 t(8;16) 2-9 % 
M6 Akute Erythroleukämie POX - 3-5 % 
M7 Akute Megakaryoblasten-leukämie Est t(1;22) 3-12 % 
 
POX: Myeloperoxidasereaktion; Est: Esterasereaktion. Tabelle modifiziert nach  
[Lowenberg et al., 1999]. 
 
Die neuere World Health Organization (WHO)-Klassifikation stellt eine 
Weiterentwicklung der FAB-Klassifikation dar und definiert vier AML Kategorien. 
Sie berücksichtigt, neben den FAB-Kriterien, molekulargenetische Aspekte. 
Zudem wurde der erforderliche Blastenanteil auf 20 % gesenkt. Für bestimmte 
zytogenetische Aberrationen, wie der Translokation t(8;21)(q22;q22), 
inv(16)(p13q22) oder t(16;16)(p13;q22) und t(15;17)(q22;q12) kann die AML 
Diagnose auch unabhängig vom Blastenanteil gestellt werden  
[Vardiman et al., 2002]. 
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Tabelle 4: WHO-Klassifikation der AML 
AML mit typischen 
zytogenetischen 
Veränderungen 
 AML mit t(8;21)(q22;q22); AML1/ETO 
 AML mit abnormen Knochenmark-
eosinophilen und inv(16)(p13q22) oder 
t(16;16)(p13;q22); CBFß/MYH11 
 APL mit t(15;17)(q22;q12); (PML/RARα) 
und Varianten 
 AML mit 11q23- (MLL) Anomalien 
AML mit multilineärer 
Dysplasie 
 AML mit vorausgegangenem MDS/MPS 
 AML ohne vorausgegangenes MDS/MPS 
Therapieinduzierte AML 
und therapieinduziertes 
MDS 
 AML/MDS nach Gabe von Alkylanzien 
 AML/MDS nach Therapie mit 
Topoisomerase-II-Inhibitoren 
 AML/MDS nach sonstiger Chemo-/ 
Strahlentherapie 
Andere Formen der AML 
 AML mit minimaler Differenzierung  
 AML ohne Ausreifung  
 AML mit Ausreifung  
 Akute myelomonozytäre Leukämie  
 Akute monozytäre Leukämie  
 Akute Erythroleukämie  
 Akute Megakaryoblastenleukämie  
 Akute Basophilenleukämie 
 Akute Panmyelose mit Myelofibrose 
 Myelosarkom 
 
AML: Akute myeloische Leukämie; MDS: Myelodysplastisches Syndrom. Tabelle modifiziert 
nach [Vardiman et al., 2002]. 
 
1.2.7 Zytogenetik und Prognose 
Dem zytogenetischen Befund kommt bei AML-Patienten eine besondere 
prognostische Bedeutung zu. Er gestattet eine bessere Prognose des 
Krankheitsverlaufs, der Wahrscheinlichkeit einer kompletten Remission und der 
Überlebensdauer, sowie die Einschätzung der Therapiesensitivität und in Folge 
eine adaptive Therapieplanung [Lowenberg et al., 1999]. Die zyto- und 
molekulargenetische Analyse beinhaltet die Darstellung von AML-relevanten 
chromosomalen Anomalien, wie Translokationen, Inversionen, Deletionen oder 
numerischen Aberrationen, wie auch von Genmutationen. Anhand des 
Karyotyps und der molekulargenetischen Veränderungen erfolgt eine Einteilung 
der AML in Risikogruppen [Mrozek et al., 2006]. 
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Tabelle 5: Risikogruppen der AML 
Risikogruppe Genetische Aberrationen 
Günstig 
 t(15;17) 
 t(8;21) 
 inv16/t(16;16) 
Intermediär 
 Normaler Karyotyp 
 t(9;11) 
 +8; +21; +22 
 -Y 
 del(7q); del(9q) 
Ungünstig 
 Komplexer Karyotyp 
 inv3/t(3;3) 
 -5; -7 
 del(5q) 
 
Tabelle modifiziert nach [Mrozek et al., 2006]. 
 
1.2.7.1 Anormaler Karyotyp 
50-80 % der AML Patienten weisen chromosomale Aberrationen innerhalb der 
leukämischen Zellen auf. Eine steigende Inzidenz zytogenetischer 
Veränderungen findet sich zudem bei Patienten höheren Alters oder dem 
Auftreten sekundärer Leukämien. Zu den am häufigsten beobachteten 
Anomalien zählen Deletionen der Chromosomen 5, 7, 9 und Y, Trans-
lokationen, wie t(8;21)(q22;q22) und t(15;17)(q22;q11), Trisomien der Chromo-
somen 8 und 21 und weitere Alterationen der Chromosomen 9, 11 und 16 
[Deschler et al., 2006]. 
1.2.7.1.1 Karyotyp und Prognose 
Eine häufige zytogenetische Aberration bei akuten Leukämien ist die 
balancierte Translokation, die mit der Bildung von Fusionsproteinen einhergeht. 
Bisher bekannte Genregionen, die diesem Mechanismus unterliegen, codieren 
für Transkriptionsfaktoren, wie core binding factor (CBF), RARα, homeobox 
(HOX) Proteine oder V-ets erythroblastosis virus E26 oncogene homolog (ETS) 
Transkriptionsfaktoren [Dash et al., 2001]. 
Am Beispiel der CBF-AML soll die Bedeutung des Karyotyps im Hinblick auf die 
Prognosestellung dargestellt werden. Durch die Translokation t(8;21) wird das 
Fusionsgen acute myeloid leukemia 1 (AML1)/eight-twenty-one (ETO) 
generiert. Das Protein besteht aus der N-terminalen Domäne des  
CBF-Transkriptionsfaktors AML1 (auf Chromosom 21), sowie der C-terminalen 
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Region des ETO Proteins (auf Chromosom 8). Das Fusionsprotein behält die 
Fähigkeit zur DNA-Interaktion, wirkt jedoch im Gegensatz zum Wild-Typ Protein 
AML1 transkriptionell inhibierend [Lowenberg et al., 1999; Dash et al., 2001]. 
Die Translokation t(8;21) tritt bei ca. 40 % der Patienten des FAB Subtyps M2 
auf, ist jedoch nicht auf diesen begrenzt [Lowenberg et al., 1999]. Weiterhin 
gehören zu den CBF betreffenden Rearrangements die Inversion 
inv(16)(p13;q22) und die Translokation t(16;16)(p13;q22), welche mit dem FAB 
Subtyp M4Eo assoziiert sind. Hier fusioniert die CBFß-Untereinheit mit Teilen 
des myosin, heavy chain 11, smooth muscle (MYH11) Proteins und agiert als 
transkriptioneller Repressor. Chromosomale Aberrationen, die CBF-
Transkriptionsfaktoren involvieren, führen zu einer onkogenen Veränderung der 
Transkriptionsregulation in hämatopoetischen Zellen. Bezüglich der Prognose 
zeigten Milligan et al. für die t(8;21) AML unter Standardtherapie eine komplette 
Remissionsrate von 98 %, sowie eine 5-Jahres-Überlebensrate von 69 % 
gegenüber 42 % bei normalem Karyotyp. Ähnlich gute Ergebnisse zeigten sich 
für die Inversion 16 mit einer kompletten Remissionsrate von 88 %  
[Milligan et al., 2006]. Die CBF-Leukämien wurden daher der  
Risikogruppe mit einer günstigen Prognose zugeordnet  
[Lowenberg et al., 1999; Dash et al., 2001]. 
1.2.7.1.2 Karyotyp und Therapie 
Ein besonderes Beispiel für die Bedeutung der Analyse des Karyotyps bei AML 
Patienten stellt der FAB Subtyp M3 der Akuten Promyelozytenleukämie (APL) 
dar. Hier betrifft die reziproke Translokation den Retinolsäure-Rezeptor 
codierenden Genabschnitt des Chromosoms 17 und induziert die Fusion mit 
PML, nucleophosmin (NPM), promyelocytic leukemia zink finger (PLZF), 
Nuclear Mitotic Apparatus (NuMA) oder Signal Transducer and Acivator of 
Transcription 5b (STAT5b) Genen [Petrie et al., 2009]. Das durch die 
Translokation t(15;17) erzeugte Fusionsprotein PML/RARα agiert als dominant 
negativer Inhibitor des nativen PML-Proteins und führt zum 
Differenzierungsarrest hämatopoetischer Progenitorzellen, sowie zu deren 
Immunität gegenüber apoptotischen Signalen [Dash et al., 2001]. Der adaptive 
Einsatz des Retinolsäure-Rezeptor Ligands all-trans retinoic acid (ATRA) 
bewirkt die Ausreifung der Leukämiezellen zu Granulozyten und den Verlust 
ihrer mitotischen Aktivität. In Studien zur Kombination einer standardisierten 
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Chemotherapie mit ATRA konnten eine Verbesserung der Remissionsrate, 
sowie der Gesamtüberlebensrate erreicht werden [Sanz et al., 2009]. 
1.2.7.2 Normaler Karyotyp 
Eine normale zytogenetische Konstellation wird bei ca. 45 % der Patienten mit 
einer de novo AML identifiziert. Für die Prognose spielen hier hauptsächlich 
molekulargenetische Alterationen eine Rolle. Als molekulare Marker bezüglich 
der Prognosestellung werden derzeit NPM1, fms-like tyrosine kinase 3 (FLT3), 
Mixed-Lineage Leukemia gene-partial tandem duplication (MLL-PTD) und 
CCAAT enhancer binding factor alpha (CEBPα) Mutationen, sowie die 
Überexpression von brain and leukemia cytoplasmic gene (BAALC), 
meningeoma-1 (MN1), Ets-related gene 1 (ERG-1) und ALL1 fused gene from 
chromosome 1q (AF1q) Genen diskutiert [Gregory et al., 2009]. 
1.2.7.2.1 Mutationen 
Zu den häufigsten Mutationen bei AML Patienten gehört mit 25 % die interne 
Tandemduplikation der FLT3 Rezeptor-Tyrosinkinase (FLT3-ITD), seltener  
(5-10 %) finden sich Mutationen in der Aktivierungsschleife des Proteins  
(FLT3-TKD). Als Konsequenz der FLT3-ITD Mutation erfolgt eine liganden-
unabhängige Dimerisation der Tyrosinkinase, welche in ihrer konstitutiven 
Aktivierung resultiert. Die nachfolgende Induktion von RAS, mitogen-activated 
protein kinase (MAPK) und STAT5 abhängiger Signalkaskaden führt zu  
einer unkontrollierten Proliferation hämatopoetischer Progenitorzellen  
[Frohling et al., 2005]. Patienten mit einer FLT3-ITD Mutation weisen eine 
signifikant geringere komplette Remissionsrate, sowie ein kürzeres rezidiv-
freies Intervall und eine geringere Gesamtüberlebensrate auf  
[Mrozek et al., 2006]. Sie werden der Risikogruppe mit einer ungünstigen 
Prognose zugeordnet.  
Genetische Läsionen des NPM1 Gens treten bei etwa 50-60 % der AML-
Patienten mit normalem Karyotyp auf. Das NPM1 Regulatorprotein ist in die 
Kontrolle der Genomstabilisierung involviert und interagiert mit ADP-ribosylation 
factor (ARF) Proteinen innerhalb wachstumssupprimierender Signalwege. 
Mutationen des Gens resultieren in der abnormen Akkumulation des Proteins 
im Zytoplasma [Chen et al., 2006; Gregory et al., 2009]. Patienten mit 
normalem Karyotyp, die eine solitäre NPM1 Mutation aufweisen, haben eine 
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günstige Prognose. Gegenüber Patienten mit dem Wild-Typ Protein zeigt sich 
hier eine höhere komplette Remissionsrate, ein besseres Gesamtüberleben und 
ein geringeres Rezidivrisiko. In 40 % der Fälle ist die NPM1 Mutation mit der 
FLT3-ITD Läsion assoziiert, es zeigt sich jedoch keine Verbesserung der FLT3-
ITD abhängigen Prognose [Mrozek et al., 2006]. 
1.2.7.2.2 Überexpression 
Die Überexpression von Genen, wie BAALC, ERG oder MN1, sind mit einer 
ungünstigen Prognose assoziiert [Mrozek et al., 2006]. Für die BAALC- und die 
ERG-Überexpression konnte beispielsweise ein signifikant kürzeres rezidiv-
freies Intervall und eine geringere Gesamtüberlebensrate gezeigt werden  
[Bienz et al., 2005]. 
 
Tabelle 6: Beispiele für genetische Aberrationen in Assoziation zur Risikogruppe bei 
AML mit normalem Karyotyp 
Risikogruppe Genetische Aberrationen 
Günstig  NPM1  CEBPα 
Intermediär  MLL-PTD  WT-1 
Ungünstig 
 BAALC 
 ERG-1 
 MN1 
 EVI-1 
 AF1q 
 
NPM1: nucleophosmin 1; CEBPα: CCAAT enhancer binding factor alpha; MLL-PTD: Mixed-
Lineage Leukemia gene-partial tandem duplication; WT-1: Wilms tumor 1; BAALC: brain and 
leukemia cytoplasmic gene; ERG-1: Ets-related gene 1; MN1: meningeoma-1; EVI-1: Ecotropic 
viral integration site 1; AF1q: ALL1 fused gene from chromosome 1q. Tabelle modifiziert nach 
[Lowenberg, 2008; Gregory et al., 2009]. 
 
1.2.7.2.3 Weitere Prognosefaktoren 
Die Prognose der AML wird, neben den zyto- und molekulargenetischen 
Anomalien, von weiteren Faktoren wie Alter, Geschlecht, Blutbildveränderungen 
oder dem Ansprechen auf die Therapie beeinflusst. Als ungünstig gelten ein 
Lebensalter von >60 Jahren bei Erstdiagnose, eine Leukozytenzahl >100000/µl 
und ein schlechtes Ansprechen auf die erste Induktionstherapie, sowie die 
Entwicklung einer sekundären Leukämie.  
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1.2.8 Therapie 
1.2.8.1 Chemotherapie und Stammzelltransplantation 
Innerhalb der Chemotherapie der AML sind zwei Behandlungsphasen definiert: 
die Induktionstherapie und die Postremissionstherapie [Estey et al., 2006]. Das 
Ziel der Induktionstherapie ist das Erreichen einer kompletten Remission, mit 
einer Blastenreduktion im Knochenmark auf <5 %, sowie einer Neutrophilenzahl 
>1000/μl und einer Thrombozytenzahl >100000/μl im peripheren Blutbild 
[Cheson et al., 2003]. Die initiale Behandlung besteht aus der „3+7“ 
Kombinationstherapie aus Cytarabin für 7 Tage und Anthrazyklinen 
(Danorubicin, Idarubicin) für 3 Tage. Innerhalb der Altersgruppe von  
18-60 Jahren zeigt sich in Folge der Therapie eine komplette Remission bei ca.  
65-75 % der Patienten. Vor allem Patienten mit günstigem Karyotyp, wie t(8;21) 
oder inv(16), oder bestimmten Mutationen (CEBPα oder NPM1) weisen eine 
hohe Therapiesensitivät auf. Alternative Therapieversuche mit Gaben von 
hohen Dosen Cytarabin, Mitoxantron oder zusätzlicher Behandlung mit 
zytotoxischen Substanzen (Etoposid, Fludarabin, Topotecan) zeigten zum Teil 
erhöhte komplette Remissionsraten, erwiesen aber keinen Überlebensvorteil 
bezüglich des rezidiv-freien Intervalls oder der Gesamtüberlebensrate  
[Estey et al., 2006]. Ist die komplette Remission erreicht, folgt die 
Postremissionstherapie mit dem Ziel der Beseitigung residueller 
Leukämiezellen und der Verhinderung eines Rezidivs. In Studien konnte bei 
Patienten, die keine weitere Behandlung erhielten, ein rezidiv-freies Intervall 
von nur 4-8 Monaten beobachtet werden [Milligan et al., 2006]. Die 
Postremissionstherapie beinhaltet die Möglichkeit einer Konsolidierungstherapie 
mit hochdosiertem Cytarabin, der autologen Stammzelltransplantation oder der 
allogenen Stammzelltransplantation. Die Strategie der angewandten 
Postremissionstherapie ist abhängig vom Alter, den Komorbiditäten und dem 
zytogenetischen Profil des Patienten und der Existenz eines passenden 
Stammzellspenders [Shipley et al., 2009]. Die intensive Konsoldierungstherapie 
scheint vor allem für Patienten der günstigen und der intermediären 
Risikogruppe von Vorteil zu sein. Aufgrund der toxischen Effekte wird bei 
Patienten, die älter als 60 Jahre sind, eine weniger intensive Chemotherapie 
empfohlen [Estey et al., 2006]. Von der allogenen Stammzelltransplantation 
profitieren vor allem Patienten mit einem ungünstigen Risikoprofil  
[Shipley et al., 2009]. 
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1.2.8.2 Supportive Therapie 
Zur supportiven Therapie gehören aufgrund der supprimierten Myelopoese die 
Infektprophylaxe mit zusätzlicher antibiotischer und antimykotischer Therapie, 
sowie die Substitution von Erythrozyten und Thrombozyten nach Bedarf. Für die 
Gabe von Wachstumsfaktoren, wie granulocyte colony-stimulating factor  
(G-CSF) konnte eine moderate Reduktion der Dauer der Neutropeniephase 
gezeigt werden. Zur Prophylaxe des Tumor-Lyse-Syndroms, sowie einer 
Uratnephropathie sind eine ausreichende Hydrierung und die Gabe von 
Allopurinol indiziert [Milligan et al., 2006]. 
1.2.8.3 Neue Therapieansätze 
Daten der Eastern Cooperative Oncology Group (ECOG) und des M.D. 
Anderson Cancer Center (MDACC) implizieren für Patienten, bei welchen die 
komplette Remission durch Standardtherapie nicht erreicht werden konnte,  
ein 5-Jahres-Überleben von nur 10 %, bei über 60 jährigen von 0 %  
[Estey et al., 2006]. Auch die schlechten Ergebnisse der Standardtherapie bei 
Rezidiven verstärkten die Suche nach neuen Substanzen. Neben den 
epigenetisch basierten Therapeutika, werden derzeit verschiedenste Pharmaka 
zur AML Therapie in klinischen Studien getestet. 
1.2.8.3.1 FLT3 Tyrosinkinase Inhibitoren 
FLT3 Inhibitoren unterbrechen die durch FLT3 Mutationen konstitutiv aktivierte 
Signalkaskade. Klinische Studien zeigten eine leichte Reduktion des 
Blastenanteils in Blut und Knochenmark beim Einsatz von FLT3 Inhibitoren als 
Monotherapeutikum. Ein synergistischer Effekt innerhalb einer 
Kombinationstherapie mit konventionellen Chemotherapeutika konnte bisher 
nur in vitro beobachtet werden [Shipley et al., 2009]. 
1.2.8.3.2 Farnesyltransferase Inhibitoren 
Ras Proteine sind an der Regulation von Zellwachstum und Differenzierung 
beteiligt. Innerhalb diverser Signalwege agieren Ras Proteine als Komponenten 
der Transduktion extrazellulärer Signale in den Zellkern. Punktmutationen 
resultieren häufig in der konstitutiven Aktivierung des Proteins. 
Farnesyltransferase Inhibitoren unterbinden die Farnesylierung von Ras und 
hemmen somit den Transfer des Proteins zur Plasmamembran. In vitro konnte 
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für den Inhibitor Tipifarnib ein hemmender Einfluss auf die Proliferation, sowie 
die Induktion der Apoptose bei leukämischen Blasten gezeigt werden. In 
Studien zur Kombinationstherapie von AML Patienten mit Idarubicin, Cytarabin 
und Tipifarnib konnte eine komplette Remissionsrate von 65 % erreicht werden 
[Shipley et al., 2009]. 
1.2.8.3.3 Multidrug resistance-1 Modulatoren 
Das Multidrug resistance-1 Gen codiert für das sogenannte P-Glycoprotein, 
welches als ATP abhängiger Transporter antineoplastische Substanzen aus der 
Zelle befördert. Multidrug resistance-1 Modulatoren agieren durch ihre Affinität 
gegenüber dem Substratbindungsort des Transporterproteins, als kompetitive 
Inhibitoren. Zur 3. Generation der Pharmaka gehören Tariquidar, Zosuquidar 
oder Laniquidar. Vielversprechende Ergebisse zeigten sich in einer Phase II 
Studie mit Zosuquidar in Kombination mit Cytarabin und Daunorubicin  
[Shipley et al., 2009]. 
1.2.8.3.4 B-cell lymphoma 2 (Bcl-2) antisense Oligonukleotide 
Die Überexpression des Onkogens Bcl-2 bewirkt in Tumorzellen eine 
Resistenzentwicklung gegenüber apoptotischen Signalen. Durch seine 
stabilisierende Wirkung auf die mitochondriale Membran, verhindert Bcl-2 die 
Ausschüttung des Apoptosefaktors Cytochrom C. Das Bcl-2 antisense 
Oligonukleotid Oblimersen bindet die mRNA des Onkogens im Zytoplasma und 
führt durch die Degradierung zu einer verminderten Expression des Proteins.  
In Studien führte der Einsatz von Oblimersen zu einer erhöhten  
Sensitivität leukämischer Zellen gegenüber weiteren Chemotherapeutika  
[Shipley et al., 2009]. 
1.2.8.3.5 Clofarabin 
Clofarabin gehört zu den Nucleosidanaloga der 2. Generation und agiert als 
Inhibitor der DNA-Polymerase und der Ribonukleotidreduktase (RnR)  
[Shipley et al., 2009]. Weiterhin bewirkt das Pharmakon innerhalb der 
Kombinationstherapie mit Cytarabine die Akkumulation des aktiven Metaboliten 
von Cytarabin in leukämischen Blasten [Estey et al., 2006]. In einer Phase II 
Studie zur Kombinationstherapie zeigte sich eine Gesamtansprechrate von 
60 % [Shipley et al., 2009]. 
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1.3 Das Corepressorgen transducin-like enhancer of split 1 
(TLE1) 
1.3.1 Einführung in die Groucho (Gro)/TLE Corepressorfamilie 
Das Drosophila Groucho Protein sowie dessen humane Homologe der 
transducin-like enhancers of split 1-4, gehören zur Gruppe der transkriptionellen 
Corepressoren [Chen et al., 2000]. Gro/TLE Proteine verfügen nicht über die 
Möglichkeit einer direkten DNA-Bindung, die gezielte Repression der 
Gentranskription erfolgt über die Interaktion mit sequenzspezifischen  
DNA-bindenden Transkriptionsfaktoren. Zu ihren Reaktionspartnern gehören 
eine Vielzahl von Proteinen, wie die Hairy- and Enhancer of split-like 
(Hes)/basic helix-loop-helix (bHLH) Proteine, die transcription factor 
(Tcf)/lymphocyte-enhancer-binding factor (Lef) und Runt-Transkriptionsfaktoren, 
Homeodomain Proteine wie proline-rich homedomain (PRH) oder auch NF-κB 
verwandte Proteine [Pickles et al., 2002; Swingler et al., 2004]. In der 
Zellentwicklung der Drosophila ist die Expression des Gro Proteins mit 
embryonalen Differenzierungsprozessen, wie Segmentierung, Neurogenese, 
Epithelzellentwicklung und Geschlechtsbestimmung assoziiert, bei Wirbeltieren 
sind Gro/TLE Proteine weiterhin in der Osteogenese, der Myogenese und der 
Hämatopoese involviert [Jennings et al., 2006]. 
1.3.2 Struktur der Gro/TLE Proteine 
Die Primärstruktur der Gro/TLE Proteine beinhaltet zwei hoch konservierte 
Regionen, eine N-terminale glutaminreiche Q-Domäne und eine C-terminale 
WD40-repeat-Domäne. Die weniger konservierte zentrale Region besteht aus 
einer glycin-/prolinreichen (GP)-Domäne, einer CK2, cdc2, Nuclear localization 
sequence (CcN)-Domäne und einer serin-/prolinreichen (SP)-Domäne  
[Chen et al., 2000].  
Die coiled-coil Struktur der hoch konservierten Q-Domäne enthält zwei  
Leucin-Zipper Sequenzen, welche zur Oligomerisation des Proteins führen.  
Für die transkriptionelle Repression scheint die Bildung eines Homo-
tetramerkomplexes aus Gro/TLE Proteinen essentiell, jedoch ist auch eine 
Interaktion der Q-Domäne mit anderen Proteinen möglich  
[Chen et al., 2000; Pickles et al., 2002]. So wird beispielsweise in der B-Zell-
differenzierung die ß-Interferon und V-myc myelocytomatosis viral 
oncogene homolog (avian) (c-myc) Genexpression durch den  
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positive regulatory domain I - binding factor1 (PRDI-BF1) Transkriptionsfaktor 
mit Hilfe von TLE Proteinen reprimiert. In vitro konnte eine entscheidende Rolle 
der Q-Domäne bei der Proteininteraktion nachgewiesen werden  
[Chen et al., 2000].  
Die GP-Domäne vermittelt sowohl die Rekrutierung von HDACs, sowie 
gemeinsam mit der Q-Domäne für die Repression essentielle 
Histonmodifikationen. Eine Subgruppe der Gro/TLE Proteine, die amino-
terminal Enhancers of Split (AES) bestehen nur aus Q- und GP-Domäne. Durch 
AES Proteine induzierte Veränderungen des Histon-Codes konnten bisher nicht 
nachgewiesen werden, sie sind jedoch am Zellkern lokalisiert und konkurrieren 
mit Gro/TLE Proteinen um potentielle Bindungspartner. Ein negativ 
regulierender Einfluss der AES auf die Corepressorfunktion von Gro/TLE 
Proteinen wird daher diskutiert [Pickles et al., 2002]. Desweiteren konnte in 
Jurkat Zellen die Inhibition der NF-κB abhängigen Genexpression von tumor 
necrosis factor alpha (TNFα) oder Interleukin-1ß durch AES Proteine gezeigt 
werden [Tetsuka et al., 2000]. 
Innerhalb des CcN Motivs ist die sogenannte Nuclear localization sequence 
(NLS) definiert, deren Serinreste von casein kinase 2 (Ck2) und cell division 
controll protein 2 (cdc2) Kinasen phosphoryliert werden. Der Einfluss des 
Phosphorylierungsstatus auf Lokalisation, sowie auf die Funktion der Gro/TLE 
Proteine wird derzeit diskutiert [Chen et al., 2000]. 
Die bislang wenig charakterisierte SP- und die WD40-repeat-Domäne sind für 
die transkriptionelle Repression in Verbindung mit DNA-bindenden Proteinen 
verantwortlich. WD40-repeat-Domänen fungieren als multifunktionelle Protein-
Protein Interaktionsdomänen und sind an vielfältigen zellulären Prozessen, wie 
Signaltransduktion, Pre-mRNA Splicing, Transkriptionsregulation, Zytoskelett-
aufbau und vesikulärem Transport beteiligt. Für die WD40-repeat-Domäne der 
Gro/TLE Proteine konnte eine Corepressoraktivität für Hairy-like/Hes, die Runt 
und Tcf/Lef Transkriptionsfaktoren, wie auch für Homeodomain Proteine 
bestätigt werden. Der genaue Mechanismus der Corepression ist derzeit nicht 
bekannt, als wichtige Bindungsmotive erwiesen sich jedoch WRPW, VWRPY 
und engrailed homology domain 1 (EH1) [Chen et al., 2000]. 
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Abbildung 4: Struktur der TLE Proteine 
Q: Q-Domäne; GP: glycin-/prolinreiche Domäne; CcN: CK2, cdc2, Nuclear localization 
sequence-Domäne; SP: serin-/prolinreiche Domäne; WD-Repeat: WD40-repetitive Domäne. 
Abbildung modifiziert nach [Chen et al., 2000]. 
 
1.3.3 Funktion der Gro/TLE Proteine 
Gro/TLE Proteine können gezielt zu Promotoren rekrutiert werden und 
spezifisch die Transkription ihrer Zielgene hemmen [Chen et al., 2000]. Im 
Folgenden sollen die Interaktionsmöglichkeiten der Gro/TLE Corepressoren im 
allgemeinen und die Funktion von TLE1 innerhalb der Hämatopoese erläutert 
werden. In der Hämatopoese ist die Expression von TLE1 vor allem mit unreifen 
Zellen assoziiert, welche sich am Ende ihres Differenzierungsprozesses 
befinden. So reprimiert TLE1 in reifen Zellen Transkriptionsfaktoren wie AML1 
oder PRH und greift in den Wnt- und Notch-Signalweg ein. Weiterhin wird die 
Interaktion von Gro/TLE Proteinen mit Histonkomplexen erörtert. 
1.3.3.1 Die Interaktion von Gro/TLE Proteinen mit transkriptionellen 
Repressoren am Beispiel von PRH 
Das PRH/hematopoietically expressed (Hex) Protein ist ein DNA-bindender 
Trankriptionsfaktor, welcher in verschiedenen Geweben zur Regulation von 
Zellwachstum und -differenzierung beiträgt. In hämatopoetischen Zellen agiert 
PRH als transkriptioneller Repressor und unterliegt in pluripotenten 
hämatopoetischen Zellen, sowie in erythromyeloiden und B-Zell 
Progenitorzellen einer hohen Expressionsrate. Bei der Entwicklung von 
myeloiden Leukämien konnte beispielsweise eine erniedrigte PRH Expression 
bzw. der Verlust der nukleären Lokalisation beobachtet werden. Die Bildung 
eines transkriptionellen Repressorkomplexes durch Interaktion der TLE 
Corepressoren mit PRH konnte kürzlich in Studien gezeigt werden. In 
Hefezellen wurde zunächst die Coexpression von PRH und TLE Proteinen 
belegt. Eine rekrutierende Wirkung von PRH auf TLE Proteine zeigte sich in 
PRH-transfizierten chronische myeloische Leukämie (CML) Zelllinien durch eine 
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erhöhte TLE Präsenz im Zellkern [Desjobert et al., 2009]. In weiteren 
Versuchen konnte in vitro sowohl die direkte Bindung von TLE1 an PRH  
über dessen EH1 Motiv wie auch eine erhöhte Repressionsaktivität von  
PRH unter dem Einfluss des Corepressors nachgewiesen werden  
[Swingler et al., 2004; Desjobert et al., 2009]. Für TLE1 konnte somit eine 
Corepressorfunktion gegenüber DNA-bindenden Repressionsfaktoren gezeigt 
werden. 
1.3.3.2 Die Interaktion von Gro/TLE Proteinen mit transkriptionellen 
Aktivatoren am Beispiel von AML1 
AML1 bzw. CBFα gehört zur Familie der Runt-related Transkriptionsfaktoren 
(RUNX). RUNX Proteine formen einen heterodimeren Komplex mit CBFβ über 
die sogenannte Runt Domäne und binden spezifisch an DNA Zielsequenzen. 
AML1 ist in den Differenzierungsprozess der normalen Hämatopoese involviert 
und reguliert vorwiegend die Genexpression der myeloiden Zellreihe. Zielgene 
sind beispielsweise Myeloperoxidase, Neutrophile Elastase, macrophage 
colony-stimulating factor (M-CSF)-Rezeptor, granulocyte-macrophage  
colony-stimulating factor (GM-CSF) und T-cell receptor (TCR)  
[Imai et al., 1998; Levanon et al., 1998]. Chromosomale Translokationen, die 
AML1 betreffen, sind mit der Entwicklung von Leukämien assoziiert. So 
resultiert bei der AML die t(8;21) Translokation in der Formation des AML1/ETO 
Fusionsproteins. Weitere Rearrangements des AML1 Gens sind bei den 
Translokationen t(3;21)(q26;q22) im Rahmen der Blastenkrise der CML und der 
therapieinduzierten AML, sowie bei t(12;21)(p12;q22) der akuten lymphatischen 
Leukämie (ALL) bekannt [Imai et al., 1998]. An der Regulation der AML1 
abhängigen Trankskription sind neben Coaktivatoren, wie p300/c-AMP-
response element-binding protein (CBP) oder Ally of AML-1 and LEF-1 (ALY), 
Repressoren, wie Ear 2 oder TLE1 beteiligt. Für TLE1 konnte die Bindung an 
AML1 über dessen C-terminales VWRPY Motiv und die Runt-Domäne gezeigt 
werden. Hauptsächlich über die SP-Domäne vermittelt der Corepressor die 
Inhibition der AML1 induzierten Transaktivierung der Promotorregion. Der 
Nachweis der Repression erfolgte für M-CSF Rezeptor und Neutrophile 
Elastase Promotoren und TCRα und TCRβ in Jurkat Zellen  
[Imai et al., 1998; Levanon et al., 1998]. TLE Proteine sind damit in der Lage, 
transkriptionelle Aktivatoren durch ihre Proteininteraktion in Repressoren zu 
verwandeln. 
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Abbildung 5: Interaktion von TLE1 und AML1 
AML1 bildet mit CBFß einen heterodimeren Komplex und bindet spezifisch an die DNA. Über 
die Interaktion mit Transkritptionsfaktoren (wie ETS, MYB oder CEBP) und Coaktivatoren (wie 
P300/CBP oder ALY) wird die Transkription im Bereich der Promotorregion positiv reguliert. 
TLE1 kann im Gegenzug durch die Interaktion AML1 die Inhibition der Transkription vermitteln. 
AML1: acute myeloid leukemia 1; CA: Coaktivator; CBFβ: core binding factor-ß; CEBP: CCAAT 
enhancer binding factor; ETS: V-ets erythroblastosis virus E26 oncogene homolog; MYB:  
V-myb myeloblastosis viral oncogene homolog (avian); TF: Transkriptionsfaktor; P300/CBP:  
c-AMP-response element-binding protein; P: Promotorregion; TLE1: transducin-like Enhancer of 
Split 1. Abbildung modifiziert nach [Levanon et al., 1998]. 
 
1.3.3.3 Die Interaktion von Gro/TLE Proteinen in Notch- und Wnt-
Signalwegen 
Für Gro/TLE Proteine ist die Interaktion mit Transkriptionsfaktoren zweier 
Signalkaskaden belegt: im Notch-Signalweg der Drosophila ist Gro, neben der 
hairy/Enhacer of Split (hairy-like) Genfamilie, direkt in die Signalkaskade 
involviert. Hairy-like Gene kodieren für DNA-bindende Transkriptionsfaktoren, 
welche den bHLH Proteinen zugeordnet werden. Am Endpunkt der Notch-
Kaskade bilden Gro und hairy-like Proteine Transkriptionskomplexe, welche vor 
allem in der Regulierung der embryonalen Segmentierung und der neuralen 
Differenzierung eine Rolle spielen. In humanen Epithelzellen konnte weiterhin 
eine zelldifferenzierungsabhängige TLE Expression, sowie die Coexpression 
von Notch und TLE Proteinen gezeigt werden [Liu et al., 1996]. Eine Interaktion 
wurde für die Gro und hairy-like Homologe TLE1 und Hes1 nachgewiesen 
[Grbavec et al., 1996].  
Im Wnt-Signalweg agieren Gro/TLE Proteine als Antagonisten des Coaktivators 
ß-catenin. Die Wnt-Signalkaskade wird durch die Bindung von Wnt an 
Zelloberflächen-Rezeptoren induziert. In Folge der Signaltransduktion gelangt 
ß-catenin in den Zellkern, bindet unter dem Einfluss von Coaktivatoren an den 
TCF/LEF Transkriptionsfaktorkomplex und induziert die Transkription der 
Zielgene [Staal et al., 2005]. In Abwesenheit von ß-catenin agieren TCF/LEF 
zusammen mit Gro/TLE Proteinen als transkriptionelle Repressoren  
[Daniels et al., 2005]. Levanon et. al zeigten in Jurkat Zellen erstmals die 
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Interaktion zwischen TLE Proteinen und LEF1, sowie die daraus resultierende 
Inhibition der ß-catenin induzierten Transkription [Levanon et al., 1998]. Weitere 
Studien belegten, dass bei aktiviertem Wnt-Signalweg ß-catenin die TLE 
Proteine aus der N-terminalen LEF1-Bindungsdomäne verdrängt und somit die 
Interaktion des TLE-LEF1 Repressorkomplexes unterbricht  
[Daniels et al., 2005]. Der Wnt-Signalweg unterstützt sowohl die Proliferation 
von B- und T-Progenitorzellen, wie auch den Selbsterneuerungsprozess von 
hämatopoetischen Stammzellen. Bei der Entwicklung von Leukämien konnte 
eine vermehrte Aktivierung des Wnt-Signalwegs, sowie erhöhte ß-catenin Level 
beobachtet werden [Staal et al., 2005]. Gro/TLE Proteine wirken hier durch 
ihren regulierenden Einfluss, wie bei der Interaktion mit PRH, AML1 oder Hes1, 
als mögliche Tumor-Suppressor-Gene. 
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Abbildung 6: Interaktion von TLE1 im Wnt-Signalweg 
Die Abwesenheit des Wnt-Signals führt zum enzymatischen Abbau von ß-catenin im 
Zytoplasma. Im Zellkern kommt es folglich zur Bindung des TLE-Tetramerkomplexes an den 
TCF/LEF-Transkriptionsfaktorkomplex und somit zur Inhibtion der Transkription. Erfolgt die 
Bindung von Wnt an extrazelluläre Rezeptoren wird der Abbau von ß-catenin inhibiert und 
dessen Translokation in den Zellkern induziert. Unter der Bindung von ß-catenin an den 
TCF/LEF-Transkriptionsfaktorkomplex wird die Transkription des Zielgens aktiviert. EZ: 
Extrazellulärraum; IZ: Intrazellulärraum; TCF/LEF: transcription factor/Lymphoid enhancer-
binding factor; TLE1: transducin-like Enhancer of Split 1. Abbildung modifiziert nach  
[Daniels et al., 2005]. 
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1.3.3.4 Gro/TLE Proteine modifizieren den Histon-Code 
Für transkriptionelle Repressionsfaktoren konnte, neben der direkten DNA-
Interaktion, auch chromatinmodifizierender Einfluss gezeigt werden  
[Chen et al., 2000]. In Jurkat Zellen wurde für oligomere TLE Proteine sowohl 
die Assoziation an Chromatin, wie auch die Interaktion mit Histon H3 belegt. Die 
Bindung der TLE Proteine erfolgt spezifisch über die amino-terminale H3 
Region. Es wird vermutet, dass die Rekrutierung von oligomeren 
Repressionsfaktoren zum „coating“ von Nukleosomen und somit zu einem 
erschwerten Zugang für Transkriptionsfaktoren führt [Palaparti et al., 1997]. 
Eine direkte Komplexbildung konnte desweiteren zwischen der GP-Domäne 
von Gro und der Drosophila Histondeacetylase Rpd3 in vivo nachgewiesen 
werden. Zusätzlich führte in Zellkulturen die induzierte Überexpression von 
Rpd3 zu einer erhöhten Gro abhängigen Repression. Bei Rpd3 Mutationen 
hingegen, die zum Verlust der Deacetylierungsfähigkeit führten, blieb dieser 
Effekt aus. Der nachweislich rekrutierende Einfluss von Gro auf HDACs führt zu 
der Annahme, dass die Gro induzierte Histondeacetylierung zur 
transkriptionellen Repression beiträgt [Chen et al., 2000]. 
1.3.4 Regulation der Gro/TLE Proteine 
Die zellzyklusabhängige Phosphorylierung ist der einzige derzeit bekannte 
Regulationsmechanismus von Gro/TLE Proteinen. Husain et. al belegten 1999 
in neuronalen Zellkulturen einen Zusammenhang zwischen der 
Phosphorylierung von TLE Proteinen und einer erhöhten Lokalisationsrate im 
Zellkern [Husain et al., 1996]. Weitere in vitro Studien zeigten, dass Gro/TLE 
Bindungspartner, wie Hes1 und AML1 nicht nur rekrutierenden Einfluss 
ausüben, sondern auch die Hyperphosphorylierung ihrer Corepressoren 
induzieren können. Die Hes1 abhängige Phosphorylierung wird über die 
Proteinkinase Ck2 vermittelt und führt sowohl zu einer erhöhten nukleären 
Affinität, wie auch zu einer stärkeren Chromatininteraktion von Gro/TLE 
Proteinen. Bei der Inhibition von Ck2 kam es weiterhin zu einer Reduktion der 
transkriptionellen Repressionsfähigkeit [Nuthall et al., 2002]. Erweitert wurden 
diese Ergebnisse durch eine Studie zur zellzyklusabhängigen Phosphorylierung 
von Gro/TLE Proteinen. In vitro konnte zunächst die Hyperphosphorylierung der 
CcN- und SP-Domäne von Gro/TLE Proteinen durch die cdc2 Kinase gezeigt 
werden. In G2/M-Phase Zellen jedoch wiesen phosphorylierte Gro/TLE Proteine 
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eine verminderte nukleäre Interaktionsfähigkeit auf. Es wird vermutet, dass eine 
Phosphorylierung durch cdc2 die Assoziation an den Zellkern schwächt und 
weiterhin die Repressorfunktion negativ reguliert. Die pharmakologische 
Inhibition der Proteinkinase cdc2 führte hier - im Gegensatz zur Inhibition von 
Ck2 - zu einer Verbesserung der Repressionsaktivität. Die mögliche 
Veränderung des Verteilungsmusters und die Inaktivierung von Gro/TLE 
Proteinen während der Mitose entspricht zudem Ergebnissen immuno-
zytochemischer Studien, welche eine starke nukleäre Lokalisation von  
Gro/TLE Proteinen am Zellkern, vor allem in Interphasezellen, beschreiben  
[Nuthall et al., 2002].  
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2 Zielsetzung 
Für die AML erfolgte 1987 die Erstbeschreibung aberranter epigenetischer 
Modifikationen: Baylin et al. identifizierten die DNA-Methylierung an der  
5’ Region des Kalzitonin Gens bei primären Leukämien [Baylin et al., 1987]. 
Nachfolgende Studien konzentrierten sich zunächst auf den Nachweis globaler 
Hypomethylierung im Genom leukämischer Zellen. Dies konnte beispielsweise 
von Costello et al. für repetitive Sequenzen belegt werden, jedoch schien die 
globale Hypomethylierung in der Entwicklung leukämischer Erkrankungen eine 
untergeordnete Rolle zu spielen [Costello et al., 2001]. Weitere Untersuchungen 
fokussierten nun hauptsächlich die aberrante Hypermethylierung physiologisch 
unmethylierter Gene. Melki et al. zeigten bereits 1999 die Hypermethylierung 
der Promotorregion für Gene, wie hypermethylated in cancer 1 (HIC1), 
Kalzitonin, E-cadherin (E-cad), p15 und estrogen receptor (ER), bei Proben von 
20 AML-Patienten [Melki et al., 1999]. Die aus weiteren Studien resultierende 
Annahme der Existenz eines sogenannten Methylierungsphänotyps 
leukämischer Zellen führte zu einem steigenden Interesse an einer genom-
weiten Methylierungsanalyse der Genpromotorregionen. Mittels restriction 
landmark genomic scanning (RLGS) konnten bei AML-Zellen über 2000 
aberrant methylierte CpG-Inseln identifiziert werden [Plass et al., 2008]. Der 
daraus entstandene Ansatz der Kandidatengen-Analyse beinhaltet nun zum 
einen die Methylierungsanalyse einzelner Gene, zum anderen deren weitere 
Untersuchung bezüglich Genexpression und Funktionalität im Zellstoffwechsel. 
In dieser Studie soll TLE1 als Kandidatengen auf eine aberrante Methylierung 
seiner Promotorregion bei AML-Zellen untersucht werden. Die Untersuchung 
beinhaltet die Methylierungsanalyse mittels der methylierungsspezifischen PCR 
(MSP) von 12 hämatopoetischen Zelllinien sowie von Proben von 106 AML-
Patienten. Als mögliches Tumor-Suppressor-Gen bietet TLE1 das Potential 
eines Biomarkers zur Diagnose und Prognose der AML sowie eines Zielgens 
epigenetisch basierter Therapeutika. Die Zielsetzung dieser Studie liegt somit in 
der Erweiterung der Erkenntnisse über epigenetische Regulationsmechanismen 
bei der Krebsentstehung, sowie der Erschließung neuer Optionen bei der 
Diagnose und Therapie der AML. 
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3 Material und Methoden 
3.1 Material 
3.1.1 Geräte 
 
Tabelle 7: Geräte 
Gerät Hersteller 
Autoklav Autoclave HMC BPW Vertriebs-GmbH für Labortechnik 
Analysegerät ABX Micros 60 HORIBA ABX 
Brutschrank Cytoperm 2 Heraeus Instruments 
Digitalkamera Camedia C-3040 ZOOM Olympus 
Gefrierschrank -80° C Heraeus Instruments 
Gelelektrophoresekammer i-Mupid 
Electrophoresis System Eurogentec 
Heizblock Dri-Block DB-2A Techne 
Kühlschränke Cooler Bosch 
Messküvette 70 µl Microvolume Cell Pharmacia Biotech 
Mikroskop Axiovert 135 Zeiss 
Mikrospektrometer ABX Micros 60-OT ABX Hématologie 
Mikrowelle Micro-Chef 900W Moulinex 
Mini-Zentrifuge Carl Roth 
Pipetten Eppendorf Reference Eppendorf 
Pipetten Pipet-Plus LTS Pipet Rainin 
Pipettierhilfe pipetus®-standart Hirschmann® Laborgeräte 
Spektrophotometer Gene Quant II RNA/DNA 
Calculator Pharmacia Biotech 
Thermocycler PxE Thermal Cycler 0.5 ml Thermo Electron Corporation 
Thermocycler ThermoHybaid Omn-E Thermo Hybaid 
UV-Transilluminator 312 nm und 
Dunkelhaube biostep 
Vortexer Assistent Reamix 2789 Karl Hecht GmbH & Co KG 
Waage AC 100 Mettler 
Wasserbad Köttermann Labortechnik 
Werkbank HSP12 Heraeus Instruments 
Zentrifuge Biofuge pico Heraeus Instruments 
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Gerät Hersteller 
Zentrifuge Labofuge 400e Heraeus Instruments 
Zentrifuge Universal 32 Hettich-Zentrifugen 
 
3.1.2 Verbrauchsmaterialien 
 
Tabelle 8: Verbrauchsmaterialien 
Verbrauchsmaterial Hersteller 
Agarose UltraPure™ Agarose Invitrogen 
Aqua ad iniectabilia Delta Select 
Aqua dest. (Aqua destillata) Apotheke UK Aachen 
DNTP-Mischung Deoxynukleotide Set Metabion 
DNA-Leiter 1Kb Plus DNA Ladder Invitrogen 
Einfrierröhrchen Cryo.s 2 ml Greiner bio-one 
Einweg-Pasteurpipetten, steril Carl Roth 
Erlenmeyer-Kolben, enghalsig Schott Duran 
Ethanol absolute Merck 
Ethidiumbromid UltraPure™ 10 mg/ml 
Ethidium Bromide Invitrogen 
EZ DNA Methylation Kit™ Zymo Research 
Handschuhe Maimed-grip PF MaiMed 
Handschuhe Nobaglove-Nitril NOBA Verbandmittel 
Lymphoprep™ AXIS-Shield 
Messkolben Schott Duran 
Microtubes 1,5 ml RTP/SSK Camlab 
Mineralöl Sigma 
PBS (phosphate-buffered saline) Puffer Apotheke UK Aachen 
PCR-tubes Omnistrip Abgene 
Pipettenspitzen epT.I.P.S Eppendorf 
Pipettenspitzen Gel-Saver Tip II Kisker 
Pipettenspitzen MultiGuard Barrier Tips Sorenson BioScience 
Primer MWG Biotech 
QIAamp® DNA Blood Mini Kit Qiagen 
Reagenz- und Zentrifugenröhrchen 13 ml Sarstedt 
REDTaq™ DNA Polymerase Sigma 
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Verbrauchsmaterial Hersteller 
Sekuroka-Hitzeschutz Typ M Hand Carl Roth 
Spin-50 mini-columns Biomax Inc. 
SssI Methylase New England BioLabs 
TAE-Puffer UltraPure™ DNA Typing Grade® 
50X TAE Buffer Invitrogen 
Wägeschalen Rotilabo-Einmal-
Wägeschalen, Opak blau Carl Roth 
Zellkulturflaschen BD Falcon™ 
 
3.1.3 Zelllinien 
Es wurden Zelllinien der Deutschen Sammlung von Mikroorganismen und 
Zellkulturen (DSMZ), sowie der Arbeitsgruppe Prof. Dr. Dr. Stefan Barth des 
Frauenhofer Institutes für Molekularbiologie und Ökologie (IME) in Aachen 
verwendet. Die Kultivierung erfolgte in RPMI 1640 (Roswell Park Memorial 
Institute) oder Iscove`s MDM (Modified Dulbecco`s Medium) Nährmedien mit 
fetalem Kälberserum (FCS, fetal calf serum). Zur Kryokonservierung der 
Zelllinien wurde den Nährmedien 10 % Di-Methylsulfoxid (DMSO) beigefügt. 
 
Tabelle 9: Zelllinien 
Zelltyp Zelllinie DSMZ-Nr. Medium 
GDM-1 ACC 87 80 % RPMI 1640 + 20 % FCS 
HL-60 ACC 3 90 % RPMI 1640 + 10 % FCS 
KG-1a ACC 421 80 % RPMI 1640 + 20 % FCS 
Akute Myeloische 
Leukämie 
SET-2 ACC 608 80 % RPMI 1640 + 20 % FCS 
Burkitt Lymphom Raji ACC 319 90 % RPMI 1640 + 10 % FCS 
L-428 ACC 197 90 % RPMI 1640 + 10 % FCS 
L-540 ACC 72 80 % RPMI 1640 + 20 % FCS Hodgkin Lymphom 
L-1236 ACC 530 90 % RPMI 1640 + 10 % FCS 
LP-1 ACC 41 80 % Iscove`s MDM + 20 % FCS 
OPM-2 ACC 50 90 % RPMI 1640 + 10 % FCS 
RPMI-8226 ACC 402 90 % RPMI 1640 + 10 % FCS 
Multiples Myelom 
U-266 ACC 9 90 % RPMI 1640 + 10 % FCS 
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3.1.4 Patientenkollektiv 
Zur Erstellung des Methylierungsprofils der AML wurden Proben aus 
peripherem Blut (PB) bzw. Knochenmark (KM) von 106 AML-Patienten, die sich 
in den Jahren 1996 bis 2009 in der Medizinischen Klinik IV des 
Universitätsklinikums Aachen vorgestellt hatten, analysiert. Die Proben-
entnahme erfolgte im Rahmen der Routinediagnostik bei Erstdiagnose einer 
AML nach FAB-Klassifikation. Die Blutproben wurden mit Heparin oder 
Ethylendiamintetraacetat (EDTA), Knochenmarksaspirate mit Citrat 
antikoaguliert. Die Verwendung der Proben erfolgte nach Aufklärung und 
Einwilligung der Patienten. Weiterhin wurden Blutproben gesunder, freiwilliger 
Spender zur Kontrolle verwendet. Die Asservierung von Patientenproben zur 
Analyse von genetischen und epigenetischen Veränderungen wurde durch die 
Ethikkommission der Medizinischen Fakultät der RWTH Aachen genehmigt 
(EK 2220). 
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3.2 Methoden 
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Abbildung 7: Abfolge der angewandten Methoden 
 
3.2.1 Ficoll-Dichtegradientenzentrifugation 
Prinzip: 
Zur Isolation mononukleärer Zellen aus Blut- bzw. Knochenmarkproben wurde 
die Ficoll-Dichtegradientenzentrifugation (Lymphoprep™) angewandt. Hierbei 
werden durch Zentrifugation hämatopoetische Zellen, Zellbestandteile, sowie 
Blutplasma - unter Zugabe einer Trennlösung (Ficoll) - entlang ihrer Dichte-
gradienten separiert. Mononukleäre Zellen stellen sich in Folge, zwischen 
Blutplasma und Ficolltrennlösung, als sogenannte Interphase dar.  
Durchführung: 
In ein 13 ml Röhrchen wurden 3 ml Ficoll gegeben und vorsichtig mit 5 ml der 
Probe überschichtet. Anschließend erfolgte die Zentrifugation unter 
Deaktivierung der Bremsfunktion bei 2400 rotations per minute (rpm) für 
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20 Minuten. Die entstandene Interphase wurde abpipettiert und zur 
Aufreinigung mit phosphate buffered saline (PBS)-Puffer resuspendiert und bei 
1200 rpm für 10 Minuten zentrifugiert. Nach Abkippen des Überstandes wurde 
der Waschschritt wiederholt. Anschließend wurden die Zellen in 1 ml PBS 
resuspendiert und die Zellzahl anhand eines Mikrospektrometers bestimmt. Es 
erfolgte eine Aliquotierung zu 5 x 106 Zellen/ml und nach erneuter 
Zentrifugation die Kryokonservierung der trockenen Pellets bei –80 °C. 
3.2.2 DNA-Isolation 
Die Isolation der DNA aus den kryokonservierten Proben wurde nach den 
Herstellervorschriften mittels QIAamp® DNA Mini Kit durchgeführt. Hierbei 
erfolgte zunächst eine pufferbasierte Lyse der Zellen, sowie die anschließende 
Hydrolysierung von Proteinen durch die Zugabe einer Proteinase. Es folgte die 
Ausfällung der DNA mit 98 %igem Ethanol, sowie nach mehreren 
Waschschritten, die Elution mittels Wasser. Die Konzentration der extrahierten 
DNA wurde spektralphotometrisch bei einer Wellenlänge von 260 nm bzw.  
280 nm bestimmt. Die DNA-Proben wurden bei –80 °C aufbewahrt. 
3.2.3 Herstellung von in vitro-methylierter DNA 
Prinzip: 
Als Positivkontrolle zur Überprüfung der methylierten Sequenzen wurde in vitro-
methylierte DNA (IVD) hergestellt. Hierfür wurde DNA aus peripherem Blut 
freiwilliger, gesunder Spender gewonnen und in vitro mit Hilfe der 
Methyltransferase SssI-Methylase, sowie des Methylgruppendonators SAM, 
methyliert.  
Durchführung: 
Zur Herstellung von IVD wurden maximal 50 µg DNA mit 25 µl NEB2 Puffer,  
2,5 µl SAM und 6 µl SssI versetzt und anschließend mit Aqua dest. auf ein 
Endvolumen von 250 µl aufgefüllt. Die Proben wurden homogenisiert und über 
Nacht bei 37 °C im Wasserbad inkubiert. Nach erneuter Zugabe von 3 µl SssI 
und 5 µl SAM erfolgte eine Inkubation im Wasserbad für 4 h bei 37 °C. Zur 
Aufreinigung der DNA wurden, nach Vorzentrifugation der G50 Spin-mini-
columns bei 3400 rpm für 3 Minuten, jeweils 42 µl der inkubierten Probe in die 
Columns überführt und bei 3400 rpm für 3 Minuten zentrifugiert. Im Anschluss 
wurde das Zentrifugat gesammelt und die DNA Konzentration 
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spektralphotometrisch bei 260 nm bestimmt. Die Proben wurden zu 1 µg DNA 
auf 45 µl Aqua dest. aliquotiert und bei –20 °C gelagert. 
3.2.4 Bisulfitbehandlung 
Prinzip: 
Die initiale Bisulfitbehandlung genomischer DNA stellt häufig die Grundlage 
diverser Methoden zur Methylierungsanalyse dar. Das Drei-Schritt-Verfahren 
besteht aus der Denaturierung der komplementären DNA-Stränge, der 
Konversionsreaktion durch Natriumbisulfit und der anschließenden Aufreinigung 
der DNA. Innerhalb der Konversionsreaktion werden durch Sulfonierung, 
hydrolytische Deaminierung und alkalische Desulfonierung unmethylierte 
Cytosine zu Uracil deaminiert, während methylierte Cytosine unverändert 
bleiben [Galm et al., 2005]. In Folge wird das Methylierungsprofil der DNA auf 
die Ebene einer Modifikation der Basensequenz übertragen und ist somit 
zugänglich für genetische Analysemethoden, wie beispielsweise die 
polymerase-chain-reaction (PCR). 
Durchführung: 
Die Bisulfitbehandlung wurde nach den Herstellerangaben des EZ DNA 
Methylation Kit™ durchgeführt. Hierbei wurde zunächst der M-Wash-Buffer in 
24 ml 98 %igem Ethanol aufgelöst. Das CT Conversion Reagenz wurde mit  
750 µl Aqua dest. und 210 µl M-Dilution-Buffer versetzt und mit Hilfe eines 
Vortexers aufgelöst. Weitherhin wurden die DNA-Proben mit Auqa dest. auf ein 
Endvolumen von 1 µg/45 µl verdünnt, mit 5 µl M-Dilution-Buffer homogenisiert 
und im Wasserbad bei 37 °C für 15 Minuten inkubiert. Nach Hinzufügen von 
100 µl CT Conversion Reagenz und anschließender Homogenisierung erfolgte 
eine Inkubation im Heatblock bei 50 °C für 12-16 Stunden unter Lichtschutz. Die 
DNA-Proben wurden nach der Inkubation für 10 Minuten auf Eis gestellt. Nach 
der Zugabe von 400 µl M-Binding-Buffer wurden die Proben in Zymo Spin 
Columns überführt und bei 13000 rpm für 30 Sekunden zentrifugiert. Im 
folgenden Waschschritt wurden, nach Verwerfen des Unterstands, 180 µl  
M-Wash-Buffer hinzugefügt und unter gleichen Bedingungen erneut 
zentrifugiert. Der Unterstand wurde wiederum verworfen und die DNA-Proben 
mit 200 µl M-Desulphonation-Buffer versetzt. Im Anschluss erfolgte die 
Inkubation bei Raumtemperatur für 15 Minuten, sowie zwei Waschschritte mit 
jeweils 180 µl M-Wash-Buffer und anschließender Zentrifugation bei 13000 rpm 
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für 30 Sekunden bzw. 1 Minute. Die DNA wurde durch Hinzufügen von 10 µl  
M-Elution-Buffer eluiert und bei 8000 rpm für 1 Minute in ein 1,5 ml Tube 
abzentrifugiert. Die DNA-Proben wurden mit 12 µl Aqua dest. homogenisiert, zu 
10 µl aliquotiert und bei –20 °C gelagert. 
3.2.5 MSP 
3.2.5.1 Prinzip 
Die MSP ist derzeit die am häufigsten angewandte Methode zur qualitativen 
Analyse des Methylierungsstatus von CpG-Inseln definierter Gensequenzen. 
Die vergleichsweise einfache, schnelle und kosteneffektive Methode erlaubt 
durch ihre hohe Sensitivität bereits die Identifikation von 0,1 % methylierter 
DNA aus unterschiedlichen Quellen, wie peripherem Blut, Knochenmark,  
frisch eingefrorenem oder in Paraffin eingebettetem Gewebe  
[Herman et al., 1996; Galm et al., 2005]. 
Bei der MSP erfolgt die Amplifikation der DNA - nach der initialen Modifikation 
durch Natriumbisulfit - in zwei separaten PCR-Reaktionen mit divergenten 
Primerpaaren, welche spezifisch für unmethylierte (U-Primer) oder methylierte 
(M-Primer) DNA designt wurden. In Folge werden durch die PCR entweder die 
Uracilreste unmethylierter DNA-Sequenzen durch Thymidin ersetzt, oder zuvor 
methylierte Cytosine als Base erhalten [Galm et al., 2005]. Im Einzelnen setzt 
sich ein PCR-Zyklus aus drei Schritten zusammen: Denaturierung, Annealing 
und Elongation. Bei der Denaturierung werden, durch eine 
Temperaturerhöhung auf 95 °C, die Wasserstoffbrückenbindungen der 
komplementären Basenpaare gelöst und die DNA in ihre Einzelstränge zerlegt. 
Das Annealing bezeichnet das spezifische Anlagern der Primer am 5’ Ende des 
Matrizenstranges. Abhängig von der Länge und der Sequenz der Primer 
geschieht dies bei einer Temperatur von 58-63 °C. Anschließend erfolgt bei  
72 °C, mit Hilfe der Thermus aquaticus (Taq)-Polymerase, die Elongation der 
angelagerten Primer durch freie Nukleotide. Durch Wiederholung der  
PCR-Zyklen (35 Zyklen bei der MSP) wird eine exponentielle Vermehrung der 
amplifizierten DNA erreicht. 
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Abbildung 8: MSP 
1. Modifikation der Basensequenz durch Bisulfitbehandlung: umethylierte Cytosine werden zu 
Uracil deaminiert, methylierte Cytosine bleiben erhalten. 2. MSP: Amplifikation der Sequenz 
durch U- oder M-spezifische Primer. C: unmethyliertes Cytosin, C*: methyliertes Cytosin, G: 
Guanin, T: Thymin, U: Uracil. 
 
3.2.5.2 Primerdesign 
Das Design unterschiedlicher MSP-Primer ermöglicht die Diskriminierung 
zwischen bisulfitmodifizierter und nicht modifizierter DNA, sowie zwischen 
unmethylierten und methylierten Allelen bisulfitbehandelter DNA. Durch die 
Auswahl cytosinreicher Gensequenzen wird die Spezifität der Primer gegenüber 
bisulfitbehandelter DNA erhöht. Um sowohl eine hohe Sensitivität, wie auch 
eine hohe Spezifität zu erreichen, sollten innerhalb der primerspezifischen 
Gensequenz drei CpG Dinukleotide enthalten sein. Für eine maximale 
Diskriminierung zwischen unmethylierter und methylierter DNA sollten beim 
Design des M-Primers die CpG Dinukleotide nahe des 3’ Endes der 
Primersequenz liegen [Herman et al., 1996]. Insgesamt sollte der Primer eine 
Länge von 21 bis 24 bp erreichen, während das Amplikon eine Länge von  
200 bp nicht überschreiten sollte [Galm et al., 2005]. 
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Tabelle 10: Primersequenzen 
Gen  Sequenz Annealing-temperatur 
U Sense 
U Antisense 
TGGGAGTTTGTGAGTATTTGGTT 
TCAAACTTTCCCCAAAACAAC 
TLE1 
M Sense 
M Antisense 
GAGTTTGCGAGTATTCGGTC 
GAACTTTCCCCGAAACGAC 
62 °C 
 
3.2.5.3 Kontrollen 
Jeder MSP-Reaktionsansatz beinhaltet 3 Kontrollen: jeweils eine Positiv-
Kontrolle für die unmethylierte (U) und die methylierte (M) Gensequenz, sowie 
eine Negativ-Kontrolle. Als Positiv-Kontrolle der U-Reaktion diente normale 
DNA gesunder Spender, als Positiv-Kontrolle der M-Reaktion wurden IVD oder 
Tumorzelllinien, die an der untersuchten Gensequenz eine Hypermethylierung 
aufwiesen, verwendet. Die Negativ-Kontrolle wurde mit Aqua ad iniectabilia 
angesetzt. Während bei der M-Kontrolle, durch die Heterogenität der 
Methylierungsmuster von Zelllinien oder eine unvollständige IVD-Methylierung, 
ein positives U-Signal auftreten kann, weist ein M-Signal innerhalb der  
U-Kontrolle auf eine verminderte Spezifität der M-Reaktion hin. Letztere 
Möglichkeit, wie auch das Auftreten von Signalen durch Verunreinigung 
innerhalb der Negativ-Kontrolle, verhindern eine Auswertung des  
MSP-Ansatzes [Galm et al., 2005]. 
3.2.5.4 Durchführung 
Zur Durchführung der MSP wurde zunächst jeweils ein Mastermix für die U-, 
wie auch für die M-Reaktion hergestellt. Der Ansatz des Mastermix wird 
schematisch in Tabelle 11 dargestellt. 
 
Tabelle 11: Anatzschema Mastermix 
Mastermix-Komponente Volumen pro Reaktion in µl 
10x Puffer 2,5 
dNTP 1,25 
Primer sense 0,5 
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Mastermix-Komponente Volumen pro Reaktion in µl 
Primer antisense 0,5 
Aqua ad iniectabilia 14,25 
 
Pro MSP-Reaktionsansatz wurden 19 µl Mastermix sowie 1 µl bisulfit-
behandelte DNA in ein PCR-tube gegeben und anschließend mit 2 Tropfen 
(ca. 50 µl) Mineralöl überschichtet. Im Thermocycler erfolgte, nach einem hot 
start von 95 °C für 5 Minuten, die Zugabe von 5 µl RedTaq Polymerase bei 
80 °C. Danach folgten 35 Zyklen von jeweils 95 °C für 30 Sekunden, 
primerspezifisch 62 °C Annealingtemperatur für 30 Sekunden und 72 °C für 
30 Sekunden. Abschließend erfolgte ein Zyklus bei 72 °C für 5 Minuten. 
3.2.6 Gelelektrophorese 
Prinzip: 
Die Gelelektrophorese ermöglicht eine Auftrennung von Makromolekülen, wie 
Proteine, RNA oder DNA, entsprechend ihrer Größe und ihrer elektrischen 
Ladung. Im Agarosegel wandert die DNA aufgrund ihrer negativen Nettoladung 
mit einer definierten Wanderungsgeschwindigkeit - zusätzlich abhängig vom 
angelegten Spannungsfeld und der Porengröße des Agarosegels - zur Anode. 
Hierbei interkaliert das im Gel enthaltene Ethidiumbromid, welches durch 
Bestrahlung mit UV-Licht sichtbar gemacht werden kann, zwischen den Basen 
der DNA-Fragmente. Unter einem UV-Transilluminator können so, in Relation 
zum Längenstandard, zuvor amplifizierte DNA-Fragmente auf dem Gel 
identifiziert werden. 
Durchführung: 
Zur Herstellung von 2,5 %igen Agarosegelen wurden 200 ml eines 0,5 %igen 
TAE-Puffers mit 5 g Agarose in der Mikrowelle für ca. 3 Minuten aufgekocht und 
anschließend mit 30 µl Ethidiumbromid versetzt. Im Anschluss wurde die 
flüssige Agarose auf vier Trägerformen gegossen und Gel-Kämme zur Bildung 
sogenannter slots eingesetzt. Nach etwa 30 Minuten waren die Gele 
ausgehärtet und konnten für die Gelelektrophorese verwendet werden. 
Zunächst wurden die Gelelektrophoresekammern mit TAE-Puffer befüllt und die 
Gele eingesetzt. Die slots wurden mit 10 µl des PCR-Produktes und 2 µl 
Längenstandard nach folgendem Schema befüllt: 
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Aqua
U          M
Kontrolle M
U  M
Kontrolle U
U        M
Probe
U M
[weitere 
Proben]
 
Abbildung 9: Schema Elektrophoresegel 
 U: unmethyliert, M: methyliert, LS: Längenstandard. 
 
Nach einer festgelegten Laufzeit von 25 Minuten bei einer Spannung von 100 V 
wurde das Gel der Elektrophoresekammer entnommen und in einem 
Transilluminator unter UV-Licht abphotographiert. 
 
LS
Aqua
U          M
Kontrolle M
U  M
Kontrolle U
U        M
Probe
U M
[weitere 
Proben]
 
Abbildung 10: Auswertung Elektrophoresegel 
U: Signal unmethylierter DNA, M: Signal methylierter DNA, LS: Längenstandard. 
 
3.2.7 Statistik 
Eine umfassende statistische Analyse erschien aufgrund der geringen 
Methylierungshäufigkeit nicht sinnvoll. In Folge ist die Aussagekraft bezüglich 
einer möglichen Korellation zwischen der Hypermethylierung des 
Kandidatengens TLE1 und der klinischen Ausprägung einer AML begrenzt.
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4 Ergebnisse 
4.1 Patientenkollektiv 
Das Patientenkollektiv bestand aus 57 weiblichen und 49 männlichen Patienten, 
mit einem Durchschnittsalter von 58 Jahren bei Erstdiagnose. Die untersuchten 
Proben stammten bei 74 Patienten aus Knochenmark, bei 32 Patienten aus 
peripherem Blut. Das Verteilungsmuster des Patientenkollektivs bezüglich der 
Risikogruppe und FAB-Klassifikation, sowie weitere klinische Parameter sind im 
Folgenden tabellarisch dargestellt. Weiterhin waren 22 (20,8 %) Patienten, vor 
Erstdiagnose einer AML, an MDS erkrankt. 
 
Tabelle 12: Patientencharakteristika 
Parameter Wert 
Anzahl (n) 106 
Patienten 
Medianes Alter (Jahre) 58 (21-89) 
Männlich  49 
Geschlecht (n) 
Weiblich 57 
PB 32 
Probenmaterial (n) 
KM 74 
M0 4  (3,8 %) 
M1 34 (32,1 %) 
M2 13 (12,3 %) 
M3 3 (2,8 %) 
M3v 1 (0,9 %) 
M4 26 (24,5 %) 
M4eo 10 (9,4 %) 
M5 12 (11,3 %) 
M5a 1 (0,9 %) 
M6 0 (0 %) 
M7 1 (0,9 %) 
FAB-Klassifikation (n (%))
Biphänotypisch 1 (0,9 %) 
Günstig 19 
Intermediär 60 
Zytogenetische 
Risikogruppe (n) 
Ungünstig 14 
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Parameter Wert 
 Nicht definiert 13 
Leukozyten (G/l) 51,9 (0,9-301) 
Hämoglobin (g/l) 91,4 (41-143) Zytochemie 
Thrombozyten (G/l) 77,5 (6-680) 
 
Für die zytochemischen Messwerte ist der Mittelwert angegeben. Die Zahlen in Klammern 
zeigen den minimalen und maximalen Wert an. 
 
4.2 Methylierungsprofil von TLE1 in hämatopoetischen 
Zelllinien 
Der Methylierungsstatus von TLE1 wurde zunächst anhand hämatopoetischer 
Zelllinien untersucht. Hierzu wurden Proben der Zelllinien GDM-1, HL-60,  
KG-1a, L-428, L-540, L-1236, LP-1, OPM-2, Raji, RPMI-8226, SET-2 und U266 
mittels MSP qualitativ analysiert. 
 
HL-60
U   M
KG-1a
U    M
SET-2
U     M
GDM-1
U    M
Raji
U    M
PB
U    M
IVD
U  M
Aqua
U     M
 
LP-1
U   M
KG-1a
U     M
L-1236
U     M
L-428
U      M
L-540
U    M
PB
U     M
IVD
U     M
Aqua
U   M
 
RPMI-
8226
U  M
LP-1
U     M
OPM-2
U  M
U-266
U M
GDM-1
U   M
PB
U     M
HL-60
U     M
Aqua
U M
 
Abbildung 11: MSP-Analyse hämatopoetischer Zelllinien 
U: Signal unmethylierter DNA, M: Signal methylierter DNA, PB: peripheres Blut als U-Kontrolle, 
IVD: in vitro-methylierte DNA als M-Kontrolle (HL-60 wurde im 3. Ansatz nach vorheriger MSP-
Analyse als M-Kontrolle verwendet), Aqua als Negativ-Kontrolle. 
 
Hierbei zeigte sich in den AML-Zelllinien eine Methylierung von GDM-1, HL-60 
und KG-1a, SET-2 war nicht methyliert. Von den Lymphom-Zelllinien L-428,  
L-540, L-1236 und Raji wiesen L-540 und Raji eine Methylierung auf. Unter den 
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Multiplen Myelom (MM)-Zelllinien konnte nur bei U-266 eine Methylierung 
nachgewiesen werden, LP-1, OPM-2 und RPMI-8226 waren unmethyliert.  
 
Tabelle 13: Methylierungsanalyse der hämatopoetischen Zelllinien 
Zelltyp Zelllinie TLE-1 
GDM-1 M 
HL-60 M 
KG-1a M 
Akute Myeloische 
Leukämie 
SET-2 U 
Burkitt Lymphom Raji M 
L-428 U 
L-540 M Hodgkin Lymphom 
L-1236 U 
LP-1 U 
OPM-2 U 
RPMI-8226 U 
Multiples Myelom 
U-266 M 
 
4.3 Methylierungsprofil von TLE1 innerhalb des 
Patientenkollektivs 
Nach der Untersuchung des Methylierungsstatus hämatopoetischer Zelllinien 
wurde mit Hilfe der MSP ein Patientenkollektiv von 106 AML-Patienten auf 
aberrante Methylierung im Bereich der TLE-1 Promotorregion analysiert. 
Repräsentative Ergebnisse werden in Abbildung 12 gezeigt. 
 
#1156
U   M
#1157
U     M
#1361
U     M
#1383
U     M
#1384
U    M
PB
U    M
KG-1a
U   M
Aqua
U    M
#1479
U     M
#1495
U     M
#1496
U     M
#1497
U     M
#1498
U     M
PB
U     M
KG-1a
U     M
Aqua
U M
 
Abbildung 12: MSP-Analyse Patientenproben 
 48
U: Signal unmethylierter DNA, M: Signal methylierter DNA, PB: peripheres Blut als U-Kontrolle, 
KG-1a wurde nach vorheriger MSP-Analyse hämatopoetischer Zelllinien als M-Kontrolle 
verwendet, Aqua als Negativ-Kontrolle. 
 
Hierbei zeigte sich, dass eine aberrante Hypermethylierung in Bereich der 
gewählten Promotorregion nicht vorkommt. Bei keiner der 106 Patientenproben 
konnte ein Methylierungssignal identifiziert werden.  
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5 Diskussion 
5.1 Expression von Gro/TLE Proteinen in malignen Zellen 
5.1.1 Gro/TLE Proteine als Tumor-Suppressor-Gene in hämatologischen 
Erkrankungen 
In ihrer Funktion als transkriptionelle Corepressoren gelten Gro/TLE Proteine 
als mögliche Tumor-Suppressor-Gene. Dayyani et. al konnten in AML Zellen 
einen Zusammenhang zwischen dem Verlust der TLE Proteinfunktion und 
nachfolgenden Auswirkungen auf die Zellproliferation belegen  
[Dayyani et al., 2008]. Bei AML Zellen, welche sowohl die t(8;21) Translokation, 
wie auch eine TLE1 und TLE4 betreffende Deletion am q-Arm des 
Chromosoms 9 aufwiesen, konnte im Vergleich zu CD34+ Zellen zunächst eine 
erniedrigte Expression der beiden Corepressorgene gezeigt werden. Bei 
weiteren Versuchen führte in der AML/ETO exprimierenden Zelllinie Kasumi-1 
der knockdown von TLE1 bzw. TLE4 zur Progression des Zellzyklus und einer 
erhöhten Zellteilungsrate, während eine erhöhte Expression von TLE1 bzw. 
TLE4 in der Apoptose resultierte. Zudem verstärkte im Zebrafischmodell der 
knockdown des Homologs Gro3 die AML/ETO induzierte Akkumulation von 
hämatopoetischen Blasten. Für TLE1 und TLE4 konnte weiterhin gezeigt 
werden, dass eine Komplexbildung mit dem Fusionsprotein AML/ETO über 
dessen Runt-Domäne möglich ist. AML/ETO agiert in malignen 
hämatopoetischen Zellen unter anderem als Transkriptionsfaktor bestimmter 
Zelldifferenzierungsgene. Der Verlust der TLE Proteine durch del(9q) resultiert 
möglicherweise in einer verstärkten transkriptionellen Aktivität des AML/ETO 
Fusionsproteins. Aus diesen Ergebnissen leitet sich die Vermutung ab, dass bei 
der t(8;21) AML der Verlust von TLE die Entwicklung maligner Zellen induziert 
bzw. verstärkt. Neben zytogenetischen Aberrationen wie der 9q Deletion 
scheinen hier auch epigenetische Mechanismen eine Rolle zu spielen. Beim 
Vergleich der Genexpressionslevel von t(8;21) Zellen ohne del(9q) und CD34+ 
Zellen konnte kein signifikanter Unterschied nachgewiesen werden. Jedoch 
wiesen t(8;21) Zellen ohne Deletion ein großes Spektrum der TLE 
Expressionslevel mit einigen Einzelproben von sehr niedriger Expression auf 
[Dayyani et al., 2008]. Fraga et al. konnten mittels MSP und 
Bisulfitsequenzierung eine Hypermethylierung von CpG-Inseln der TLE1 
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Promotorregion bei AML (43 %, 3 von 7), Non-Hodgkin Lymphom (NHL) 
(100 %, 5 von 5) und CML (100 %, 1 von 1) Zelllinien identifizieren. Bei der 
nachfolgenden Untersuchung von Patientenproben fand sich eine TLE1 
Hypermethylierung bei Patientenproben mit AML (24%, 6 von 25), ALL (2,9 %, 
1 von 34) und B-Zelllymphom (36 %, 17 von 47). In hypermethylierten Zelllinien, 
bei welchen die Expression des TLE1 Genprodukts fehlte (KG-1a und Hut-78), 
konnte nach der Behandlung mit demethylierenden Substanzen (AZA) eine 
Reexpression erreicht werden. Bei induzierter Variation des TLE1 
Expressionslevels entsprachen die Ergebnisse der AML/ETO Studie: auch hier 
resultierte in Zellkulturen sowie im Mausmodell bei erhöhter TLE1 Expression 
ein vermindertes Wachstum der Tumorzellen. In TLE1 transfizierten Zelllinien 
kam es weiterhin zur Downregulation von TLE1 regulierten Signalwegen: als 
Indikatoren dienten Bcl-2 und Colony-Stimulating Factor 1 receptor (CSF1R) im 
AML1-Signalweg, Cyclin D1 (CYD1) und c-myc im Wnt-Signalweg und Hes1 im 
Notch-Signalweg [Fraga et al., 2008]. 
5.1.2 Gro/TLE Proteine als Onkogene in malignen Zellen 
Im Gegensatz zur oben beschriebenen Aktivität der Gro/TLE Proteine als 
Tumor-Suppressor-Gene stehen kürzlich publizierte Studien, in welchen die 
Überexpression von Gro/TLE Proteinen oder deren Isoformen bei 
unterschiedlichen Tumoren nachgewiesen werden konnte. Im Ver- 
gleich zum jeweiligen physiologischen Expressionslevel fand sich  
eine Überexpression beim Astrozytom, Hypophysenadenom,  
Meningeom, Hepatozellulären-Karzinom (HCC) und Prostata-Karzinom 
[Midorikawa et al., 2002; Nakaya et al., 2007; Dayyani et al., 2008]. Zusätzlich 
führte eine induzierte Überexpression der TLE1/Grg1 Isoform bei transgenen 
Mäusen zur verstärkten Entwicklung von pulmonalen Adenokarzinomen. Bei 
der nachfolgenden Analyse humaner Adenokarzinomproben der Lunge konnte 
eine Überexpression von TLE1 in 20 % der Fälle (14 von 71) identifiziert 
werden [Allen et al., 2006]. 
5.1.3 Gro/TLE Proteine als Biomarker 
TLE1 wird derzeit in unterschiedlichen Studien als Biomarker zur 
Differenzierung des synovialen Sarkoms von anderen parenchymalen Tumoren 
diskutiert. Knösel et. al zeigten bei der immunhistochemischen Analyse von 
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Proben des synovialen Sarkoms zum einen die Korrelation zwischen dem für 
die Erkrankung charakteristischen Auftreten der Translokation t(X;18) und der 
Überexpression von TLE1 [Knosel et al.]. Zum anderen konnte in weiteren 
Studien beim Vergleich der TLE1 Überexpression des synovialen Sarkoms mit 
anderen parenchymalen Tumorarten eine hohe Sensitivität und Spezifität 
nachgewiesen werden [Jagdis et al., 2009]. 
5.1.4 Interpretation der Ergebnisse dieser Studie 
Innerhalb dieser Studie konnte eine aberrante Hypermethylierung im Bereich 
der gewählten TLE1 Promotorregion in drei von vier AML Zelllinien 
nachgewiesen werden. Bei der Analyse der 106 Patientenproben ergab sich 
jedoch kein signifikanter Hinweis auf eine aberrante Methylierung des 
Corepressorgens innerhalb der AML. Eine Ursache für die Differenz der 
Methylierungsanalyse zwischen Zelllinien und Patientenproben liegt 
möglicherweise in der Auswahl des Patientenkollektivs. Insgesamt entsprach 
hier die Zusammensetzung nicht der Häufigkeitsverteilung nach der FAB-
Klassifikation, zudem lag das mittlere Erkrankungsalter mit 58 Jahren deutlich 
unter dem Durchschnittswert epidemiologischer Studien. Ausgehend von der 
Beobachtung, dass eine aberrante Hypermethylierung im gewählten 
Patientenkollektiv nicht vorkommt, erscheint jedoch zumindest die Auswahl von 
TLE1 als epigenetischer Biomarker bei der Diagnostik der AML nicht sinnvoll. 
Zur Rolle von TLE1 in der Entwicklung maligner hämatopoetischer Zellen wären 
gegebenenfalls - in Anlehnung an die bereits beschriebene Studie von  
Dayyani et. al - weitere Untersuchungen zum Genexpressionslevel des 
Corepressorproteins hilfreich. Zudem blieben bei der Untersuchung der 
Genexpression von TLE1 weitere epigenetische Regulationsmechanismen, wie 
die Histonmodifikationen, bisher unberücksichtigt. Auch die Rolle des TLE1 
Proteins als Tumor-Suppressor-Gen bleibt zunächst ungeklärt. Die kontroverse 
Ausprägung der TLE1 Expressionslevel in unterschiedlichen malignen 
Geweben ist vermutlich in dessen Funktion als Cofaktor begründet. Wie bereits 
beschrieben, interagiert TLE1 mit einer Vielzahl von Transkriptions- oder 
Repressionsfaktoren. In Abhängigkeit der Funktion des Bindungspartners kann 
TLE1 seine Wirkung sowohl als Onkogen, wie auch als Tumor-suppressor-gen 
entfalten. In Anbetracht der unterschiedlichen Studien ist eine Etablierung von 
TLE1 als Biomarker (wie beim synovialen Sarkom) oder als therapeutisches 
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Target prinzipiell möglich, erfordert jedoch neben der Untersuchung der 
Genexpression auch die Analyse seiner Funktion innerhalb der Signalkaskade. 
5.2 Methoden zur DNA-Methylierungsanalyse 
Im Kontext des zunehmenden Interesses an der Erstellung epigenetisch 
basierter Biomarkerpanel bzw. Therapiekonzepte, wurden in den letzten Jahren 
eine Vielzahl unterschiedlicher Methoden zur Methylierungsanalyse entwickelt. 
Das Spektrum der Methylierungsanalyse reicht hierbei von der  
Fokussierung einzelner CpG-Dinukleotide oder kurzer DNA Sequenzen  
bis hin zur Aufschlüsselung eines genom-weiten Methylierungsprofils  
[Ammerpohl et al., 2009]. Globale Methoden zur Methylierungsanalyse, wie 
beispielsweise die high performance liquid chromatography (HPLC), eignen 
sich zur quantitativen Einschätzung des Methylierungsanteils der DNA, geben 
jedoch keine Aussage über die genomische Position der Modifikation. Hingegen 
können Methoden zur gen-spezifischen Methylierungsanalyse entweder 
genom-weit oder als Kandidatengen-Ansatz erfolgen und ermöglichen in 
weiteren Untersuchungen Aufschluss über einen funktionellen Zusammenhang 
zwischen Methylierung und beispielsweise Genexpression. Methoden zur 
Analyse eines Kandidatengens können mit einem quantitativen oder 
qualitativen Ansatz erfolgen: bei qualitativen Methoden, wie der MSP, erfolgt 
das Primerdesign überlappend zu mehreren CpG-Dinkukleotiden spezifisch für 
unmethylierte und methylierte DNA-Sequenzen, bei quantitativen Methoden 
wird die DNA-Sequenz unabhängig vom Methylierungsstatus amplifiziert und 
anschließend weiteren Untersuchungen zugeführt [Shen et al., 2007].  
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Abbildung 13: Übersicht der Methoden zur DNA-Methylierungsanalyse 
HPLC: high performance liquid chromatography, RLGS: restriction landmark genomic scanning, 
MSP: Methylierungsspezifische PCR, MALDI-TOF MS: Matrix-assisted desorption/ionization 
time-to-flight mass spectrometry. Abbildung modifiziert nach [Shen et al., 2007]. 
 
Trotz ihrer unterschiedlichen Ausrichtung basieren die meisten Methoden zur 
Methylierungsanalyse auf einer geringen Anzahl laborchemischer Prinzipien: 
der chemischen Modifikation von DNA (z. B. Bisulfitbehandlung), der Interaktion 
von Proteinen mit methyliertem Cytosin (z.B. Immunpräzipitation)  
oder der Anwendung methylierungssensitiver Restriktionsenzyme  
[Ammerpohl et al., 2009].  
 
Tabelle 14: Übersicht der Methoden zur DNA-Methylierungsanalyse 
DNA-Modifikation DNA-Präzipitation Restriktionsanalyse 
Analyse einzelner CpG-
Dinkuleotide oder 
kurzer Sequenzen: 
 MSP 
 MethyLight 
 QAMA 
 HeavyMethyl 
 MS-HRM 
 COBRA 
 Ms-SnuPE 
Analyse einzelner CpG-
Dinkuleotide oder 
kurzer Sequenzen: 
 MB-PCR 
 Compare-MS 
 
Genom-weite Analyse: 
 MeDIP 
 MIRA 
Analyse einzelner CpG-
Dinkuleotide oder 
kurzer Sequenzen: 
 LM-PCR 
 MSRE-PCR 
 Compare-MS 
 AP-PCR 
 
Genom-weite Analyse:
 RLGS 
 DMH 
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DNA-Modifikation DNA-Präzipitation Restriktionsanalyse 
 BS 
 PS 
 MALDI-TOF MS 
 Maxam-Gilbert 
sequencing 
 
Genom-weite Analyse: 
 BeadChip 
 HELP 
 MCA 
 AIMS 
 MMASS 
 aPrimes 
 LUMA 
 
QAMA: quantitative analysis of methylated alleles; MS-HRM: methylation-sensitive high 
resolution melting; COBRA: combined bisulphite restriction analysis; Ms-SnuPE: methylation-
sensitive single nucleotide primer extension; BS: bisulphite sequencing; PS: bisulphite 
pyrosequencing; MALDI-TOF MS: matrix-assisted laser desorption/ionization time-to-flight mass 
spectrometry; MB-PCR: methyl-binding PCR; Compare-MS: combination of methylated DNA 
precipitation and methylation-sensitive restriction enzymes; MeDIP: methyl-DNA 
immunoprecipitation; MIRA: methylated CpG island recovery assay; LM-PCR: ligation mediated 
PCR; MSRE-PCR: methylation-sensitive restriction enzyme and multiplexed PCR; AP-PCR: 
arbitrarily primed PCR; RLGS: restriction landmark genomic scanning; DMH: differential 
methylation hybridization; HELP: HpaII tiny fragment enrichment by ligation-mediated PCR; 
MCA: methylated CpG island amplification; AIMS: amplification of intermethylated sites; 
MMASS: micro-array based methylation assessment of single samples; aPrimes: array-based 
profiling of reference; LUMA: luminometric methylation assay. Tabelle modifiziert nach 
[Ammerpohl et al., 2009; Kristensen et al., 2009]. 
 
Im Folgenden sollen die Bisulfitbehandlung, die MSP als qualitative Methode 
zur Kandidatengenanalyse, sowie das Pyrosequencing und MALDI-TOF MS als 
quantitative Methoden hinsichtlich ihrer analytischen Ausrichtung, 
Umsetzbarkeit, sowie ihrer Aussagekraft diskutiert werden. 
 
Bisulfitbehandlung 
Die bereits 1992 von Frommer et al. publizierte Methode stellt derzeit die 
Grundlage der am häufigsten verwendeten Methoden zur gen-spezifischen 
Methylierungsanalyse dar [Frommer et al., 1992]. Insbesondere bei der Analyse 
einzelner CpG-Loci oder kurzer Gensequenzen ermöglicht die bisulfitinduzierte 
DNA-Konversion eine reliable Einschätzung des qualitativen und quantitativen 
Methylierungsstatus. Die Erhaltung der DNA-Integrität bietet die Möglichkeit zur 
direkten Analyse, weiteren Modifikation oder Amplifikation der DNA  
[Ammerpohl et al., 2009]. Besonders die Amplifizierbarkeit erweist sich bei 
geringen DNA-Mengen als Vorteil. Derzeit schließt die bisulfitbasierte 
Methylierungsanalyse ein weites Spektrum bezüglich der Herkunft und der 
Menge der zu untersuchenden DNA ein: Kits zur Bisulfitbehandlung sowie 
nachfolgende Amplifikationsprotokolle sind bereits im Rahmen einer DNA 
Menge von 50-500 ng von unterschiedlichen Firmen erhältlich. Weiterhin konnte 
 55
in Studien die verwendete DNA-Menge auf 30 pg reduziert werden 
[Sulewska et al., 2007]. Vorteilhaft ist zudem die hohe Konversionsrate der 
Methode: unter günstigen Bedingungen weist die Bisulfitbehandlung eine 
Konversionsrate von 99 % auf, jedoch wurde bei CpG-reichen Sequenzen, wie 
z.B. Promotorregionen, gehäuft das Phänomen einer inkompletten Konversion 
beobachtet. Bei der nachfolgenden Methylierungsanalyse führt dies zu falsch-
positiven Ergebnissen, der genaue Mechanismus der fehlerhaften Konversion 
ist jedoch unbekannt. Cytosine außerhalb von CpG-Inseln können hier als 
Indikatoren dienen. Weiterhin ist die Konversionsrate von der Qualität der DNA 
abhängig. Vor allem bei der Auswertung der qualitativen MSP-Analyse von 
Genregionen mit low level-Methylierungen sollte die Möglichkeit einer 
inkompletten Konversion beachtet werden [Kristensen et al., 2009]. Nachteilig 
wirkt sich die Bisulfitbehandlung beim Design von PCR- oder Sequenzierungs-
Primern aus: die Spezifität der Primer ist bei unmethylierter DNA, welche 
aufgrund der Konversion nur drei Basen enthält, limitiert. Zudem sollte bei 
quantitativen Methylierungsanalysen berücksichtigt werden, dass der 
Sequenzunterschied zwischen methylierter und unmethylierter DNA zu einer 
unterschiedlichen Effektivität der PCR-Amplifikation führen kann  
[Ammerpohl et al., 2009]. 
 
MSP 
Die Erstbeschreibung der MSP fand 1996 durch Herman et al. statt und ist 
derzeit die am weitesten verbreitete Methode zur Methylierungsanalyse 
einzelner CpG-Loci [Herman et al., 1996]. Aufgrund der bereits genannten 
Vorteile - wie der hohen Sensitivität, sowie der einfachen und schnellen 
Umsetzbarkeit - zeichnet sich die MSP vor allem bei der Analyse einzelner 
CpG-Dinukleotide oder kurzer Gensequenzen aus. Ihre Effektivität als 
Screeningmethode beruht zudem auf der relativen Anspruchslosigkeit 
gegenüber DNA-Qualität und Menge. Nachteilig wirkt sich bei der Interpretation 
der MSP die Assoziation mit einer hohen falsch-positiv Rate aus. Die Ursachen 
hierfür liegen in der bereits beschriebenen inkompletten Konversion der DNA 
und einem möglichen „Misspriming“ während der PCR [Kristensen et al., 2009]. 
Hierbei kann der Methylierungsstatus sowie die Anzahl der einzelnen CpG-
Dinukleotide beim Annealing der Primer erheblichen Einfluss nehmen: so führt 
z. B. ein einzelner „Missmatch“ leicht zur Fehlbindung von Primern und damit 
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zur DNA-Amplifikation. Zudem wirkt sich ein Missmatch im Bereich der 3’ 
Region des Primers stärker auf eine mögliche DNA-Amplifikation aus als in der 
5’ Region. Eine Reduktion falsch-positiver Ergebnisse kann sowohl durch eine 
adäquate Negativ-Kontrolle, wie auch durch spezifisches Primerdesign, eine 
Erhöhung der Annealingtemperatur und eine Limitierung der Anzahl der PCR-
Zyklen erreicht werden [Ammerpohl et al., 2009]. Multiple CpG-Loci im Bereich 
der Primer erhöhen die Spezifität der MSP allerdings nur, wenn sie den 
gleichen Methylierungsstatus aufweisen. Bei einer partiellen Methylierung 
gestaltet sich das Primerdesign sowie die Interpretation schwierig  
[Kristensen et al., 2009]. Ein weiterer Nachteil der MSP ist die durch das Öffnen 
der Tubes bedingte Kontaminationsgefahr [Sulewska et al., 2007]. Zudem ist 
die MSP eine rein qualitative Methylierungsanalyse: eine Weiterentwicklung der 
MSP zur quantitativen Analyse stellen beispielsweise die real-time PCR 
basierten Methoden MethylLight und quantitative analysis of methylated allels 
(QAMA) dar. 
 
Pyrosequencing 
Das Pyrosequencing basiert auf der sequentiellen Addition von Nukleotiden an 
den DNA-Strang, wobei die Integration jedes einzelnen Nukleotids in ein 
Lichtsignal konvertiert wird. Zunächst wird die bisulfitkonvertierte DNA mit 
einem biotinylierten Amplifikationsprimer purifiziert und zu Einzelsträngen 
denaturiert. Die Synthese des Komplementärstrangs erfolgt durch das 
Annealing eines Sequenzierungsprimers sowie der sequentiellen Injektion der 
einzelnen Nukleotide anhand der bekannten DNA-Sequenz. Während der 
Polymerasereaktion führt die Inkorporation des Nukelotids an das Template zu 
einer Freisetzung von Pyrophosphat, welches in einer luciferaseabhängigen 
Lichtreaktion quantifiziert wird. Die Signalintensität korreliert hierbei mit der 
Anzahl der Basenrepeats der synthetisierten DNA-Sequenz. Nach der 
enzymatischen Elimination der übrigen Nukleotide erfolgt anschließend die 
Injektion des nächsten Nukleotids. Wird hierbei eine potentiell  
methylierte CpG-Region erreicht, erfolgt eine konsekutive Injektion  
von dCTP und dTTP Nukleotiden. Die ermittelte Signalratio gibt  
Aufschluss über den Methylierungsstatus der amplifizierten CpG-Region  
[Tost et al., 2007; Ammerpohl et al., 2009]. Das Pyrosequencing erlaubt somit 
eine reliable Quantifizierung der DNA-Methylierung inklusive einer Analyse der 
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Methylierungslokalisation. Die integrierte Sequenzierung von Cytosinen 
außerhalb von CpG-Inseln dient zudem der Kontrolle einer suffizienten DNA-
Konversion. In Folge erscheint das Pyrosequencing beispielsweise geeignet um 
möglicherweise falsch-postive Ergebnisse der MSP zu überprüfen  
[Kristensen et al., 2009]. Von Vorteil sind weiterhin die relativ kurze Analysezeit 
der Methode sowie eine hohe Durchlaufmenge. Die Methode eignet sich jedoch 
vor allem zur Analyse kurzer bis mittellanger DNA-Sequenzen, da ihre 
quantitative Aussagekraft und Reliabilität mit steigender Distanz vom 3’ Ende 
des Primers abnimmt. So ist die Sequenzierungsdistanz derzeit auf etwa  
100-150 bp pro Reaktion limitiert. Schwierig gestaltet sich weiterhin das Design 
spezifischer Primer bei einer niedrigen Reaktionstemperatur von 28 °C 
[Ammerpohl et al., 2009]. Derzeit wird das Pyrosequencing als 
Referenzmethode zur Validierung neu entwickelter Methoden zur DNA-
Methylierungsanalyse verwendet. Zudem findet die Methode beispielsweise 
beim Monitoring des Methylierungsstatus von Leukämiepatienten unter 
demethylierender Therapie oder auch in der Diagnostik durch chromosomales 
Imprinting bedingter Krankheiten (wie Prader-Willi oder Angelman Syndrom) 
Anwendung [Tost et al., 2007]. 
 
Matrix-assisted desorption/ionization time-to-flight mass spectrometry (MALDI-
TOF MS) 
Die DNA-Methylierungsanalyse mittels MALDI-TOF MS beruht auf dem basen-
spezifischen Schneiden einzelsträngiger Nucleinsäuren. Hierbei erfolgt 
zunächst die PCR-Amplifikation bisulfitbehandelter DNA mit einem  
T7-Promotorsequenz markiertem Antisense-Primer, welcher zudem außerhalb 
von CpG-Inseln liegen sollte. Das PCR-Produkt wird nachfolgend in vitro in 
RNA transkribiert und anschließend basenspezifisch mittels einer 
Endoribonuclease geschnitten. Die Konversion unmethylierter Cytosine zu 
Uracil während der Bisulfitbehandlung generiert somit beim basenspezifischen 
Schneiden Fragmente, welche das Methylierungsmuster wiederspiegeln. Die 
Analyse der Produkte erfolgt massenspektrometrisch durch MALDI-TOF MS. 
Die Art des Musters der Massensignale hängt hierbei vom zuvor definierten 
Schneideschema der RNAse ab: eine Methylierung kann sowohl eine neue 
Schnittstelle erzeugen und somit zu kürzeren Produkten führen wie auch 
existente Schnittstellen ersetzen und die Produkte verlängern oder innerhalb 
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eines Schnittprodukts einen sogenannten Massenshift erzeugen. Zur 
Diskriminierung zwischen einem komplett methyliertem Template und 
unmethylierter DNA wird der forward-Strang C-spezifisch geschnitten, so dass 
jedes methylierte CpG-Dinukleotid eine Schnittstelle erzeugt. Bei partiell 
methylierter DNA wird der Massenshift innerhalb eines Schnittprodukts 
untersucht. Insgesamt wird aus dem Verhältnis der erwarteten Signalintensität 
der bekannten unmethylierten DNA-Sequenz zu den gemessenen 
Massensignalen der methylierten DNA eine quantitative Aussage über den 
Methylierungsstatus errechnet [Ehrich et al., 2005]. Bei der Analyse einzelner 
CpG-Dinukleotide ist derzeit das Pyrosequencing dem MassArray  
überlegen: bei der lokalen Analyse mehrerer CpG-Dinukleotide einer  
region of interest (ROI) bietet die Sequenzierung eine höhere Auflösung  
[Ammerpohl et al., 2009]. Der Einsatz der MALDI-TOF Massenspektrometrie 
hat bei der Methylierungsanalyse unterschiedliche Vorteile: die Methodik ist 
relativ sensitiv – es werden bereits Methylierungslevel von 5 % detektiert. 
Zudem ermöglicht der MassArray vor allem die Analyse langer DNA-Sequenzen 
mit einer sehr hohen Durchlaufmenge. Jedoch ist die Methode in ihrer 
Ausführung hoch komplex und erfordert eine teure Ausstattung. Zudem können 
sogenannte single nucleotide polymorphism (SNP) leicht zu einer 
Missinterpretation führen [Kristensen et al., 2009]. Insgesamt ergab sich bei 
einem Vergleich eine gute Korrelation zwischen den Ergebnissen des 
Pyrosequencings und der MALDI-TOF MS für gering und stark methylierte 
DNA-Sequenzen. Weiterhin entsprachen die Ergebnisse denen einer 
BeadChip-Analyse [Ammerpohl et al., 2009]. 
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6 Zusammenfassung 
Epigenetische Prozesse wie DNA-Methylierung, Histonmodifikation oder 
nukleosomales Remodelling spielen in der Regulation des physiologischen 
Zellstoffwechsels eine entscheidende Rolle. Veränderungen des 
epigenetischen Profils einzelner Zellen können, ähnlich genetischer 
Modifikationen, die Entstehung von Krebszellen auslösen oder begünstigen. 
Besonders hervorzuheben ist hierbei die Inaktivierung von Tumor-Suppressor-
Genen durch die aberrante Hypermethylierung ihrer Promotorregion. Der 
Nachweis einer promotorassoziierten Hypermethylierung bei der AML gelang 
bereits für eine Vielzahl von Genen. Epigenetische Veränderungen eignen sich 
als molekulare Marker für die Diagnostik und Prognoseeinschätzung von 
Krebserkrankungen. Derzeit wird das Methylierungsprofil sogenannter 
Kandidatengene auf ihr Potential als Biomarker in unterschiedlichen Studien 
untersucht. 
Der Schwerpunkt dieser Studie lag in der Untersuchung des 
Methylierungsstatus des potentiellen Tumor-Suppressor-Gens TLE1 bei AML-
Zellen. Hierzu wurden mittels MSP 4 Zelllinien der AML, sowie 106 KM- oder 
PB-Proben von AML-Patienten untersucht. Es zeigte sich bei 3 von 4 (75 %) 
AML-Zelllinien eine aberrante Methylierung der untersuchten Promotorregion. 
Bei der Analyse der Patientenpoben jedoch ergab sich kein Hinweis auf eine 
Hypermethylierung. Die Resultate dieser Studie weisen drauf hin, dass eine 
Hypermethylierung von TLE1 in der Entwicklung der AML zwar vorkommt 
(methylierte Zelllinien), jedoch aufgrund der fehlenden Methylierung bei den 
Patientenproben als möglicher Biomarker zur Verbesserung von Diagnostik und 
Prognoseeinschätzung ungeeignet ist.  
Nicht zuletzt aufgrund der Bedeutung der Epigenetik als therapeutisches 
Target, sollten dennoch weitere Studien zur Identifizierung tumorassoziierter 
epigenetischer Profile erfolgen. Im Hinblick auf die zunehmende Spezifizierung 
der Wirkmechanismen epigenetischer Therapeutika kann auch die 
Kandidatengenanalyse zukünftig einen wichtigen Beitrag bei der Erschließung 
neuer oder verbesserter Therapieoptionen leisten. 
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